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“My body tells me no! 
But I won’t quit 
‘Cuz I want more, ‘cuz I want more” 






A neuropatia periférica tem sido descrita como uma das complicações mais 
comuns e debilitantes do diabetes. Os mecanismos envolvidos no estabelecimento 
de sintomas dolorosos associados a neuropatia diabética ainda não estão 
completamente entendidos e os tratamentos farmacológicos disponíveis são 
apenas paliativos e pouco eficientes. O uso de fitocanabinoides em muitas 
condições patológicas tem sido explorado em pesquisas e o constituinte não 
psicomimético da Cannabis, canabidiol (CBD), tem mostrado resultados 
promissores em condições dolorosas. Nesse sentido, nós visamos investigar o 
potencial  efeito antinociceptivo agudo e repetido do CBD sobre a alodinia 
mecânica em ratos com diabetes (DBT) induzido por estreptozotocina, bem como 
seus mecanismos envolvidos. Foi observado que o tratamento agudo com CBD 
(nas doses de 0,3 e 3 mg/Kg, por via intraperitoneal, i.p.) 28 dias após a indução 
do diabetes exerceu um efeito antialodínico significativo quanto comparado ao 
grupo DBT tratado com veículo, o que nao parece estar associado com alterações 
na atividade locomotora, já que todas as doses de CBD testadas não alteraram o 
número de cruzamentos no teste de campo aberto. O efeito antinociceptivo do 
CBD (3 mg/Kg) não foi alterado pelo pré-tratamento com: antagonistas CB1 ou CB2 
(AM251 e AM630; respectivamente; ambos na dose de 1 mg/Kg, i.p.), antagonista 
de receptores de glicina (cloridrato de estricnina; 10 μg/20 μL; intratecal, i.t.) e 
antagonista não seletivo de receptores de serotonina (maleato de metisergida; 30 
μg/20 μL. i.t.). No entanto, esse efeito foi completamente prevenido pelo pré-
tratamento com antagonista de receptores 5-HT1A, WAY100135 (3 μg/20 μL, i.t.). O 
tratamento diário com CBD (0,3 ou 3 mg/Kg) durante 14 dias (iniciado 14 dias após 
a indução do diabetes) induziu uma atenuação persistente da alodinia mecânica 
em ratos DBT. Comparadas a amostras de animais normoglicêmicos (NGL), 
amostras do cordão espinhal (L3-L6) de animais DBT apresentaram níveis 
significativamente mais baixos de serotonina, o que foi prevenido pelo tratamento 
diário com CBD. Assim, nossos dados sugerem que o CBD pode ser efetivo no 
tratamento da alodinia mecânica associada com a neuropatia diabética, sem 
causar déficit locomotor, e esse efeito parece ser potencialmente mediado pela 
ativação do sistema serotonérgico através de receptores 5-HT1A. 




















Peripheral neuropathy has been described as one of the most common and 
debilitating complications of diabetes. The mechanisms behind the establishment 
of painful symptoms associated with diabetic neuropathy are still not fully 
understood and the available pharmacological treatments are palliative and 
poorly efficient. The use of phytocannabinoids in several pathological conditions 
has been explored in research and the non-psychomimetic cannabis constituent, 
cannabidiol (CBD), has shown promising results in painful conditions. In this 
sense, we aimed to investigate the potential acute and repetitive antinociceptive 
effect of CBD over the mechanical allodynia in streptozotocin-induced diabetic 
(DBT) rats, as well as its involved mechanisms. It was observed that acute 
treatment with CBD (at doses of 0.3 and 3 mg/Kg, intraperitoneally, i.p.) at 28 
days after diabetes induction exerted a significant anti-allodynic effect when 
compared to the vehicle-treated DBT group, which does not appear to be 
associated with changes in the locomotor activity since all tested doses of CBD 
did not change the number of crossings in the open field test. The antinociceptive 
effect of CBD (3 mg/Kg) was not altered by the pre-treatment with: CB1 or CB2 
receptor antagonists (AM251 and AM630; respectively; both at doses of 1 
mg/Kg, i.p.), glycine receptor antagonist (strychnine hydrochloride; 10 μg/20 μL; 
intrathecal, i.t.), nor by the non-selective serotonin receptor antagonist 
(metisergide maleate 30 μg/20 μL. i.t.). However, this effect was completely 
prevented by the pre-treatment with the 5-HT1A receptor antagonist WAY 100135 
(3 μg/20 μL, i.t.). Daily treatment with CBD (0.3 or 3 mg/Kg) during 14 days 
(starting at day 14 after diabetes induction) induced a sustained attenuation of 
the mechanical allodynia in DBT rats. Compared to samples from normoglycemic 
animals, spinal cord (L3-L6) samples from DBT rats presented significantly lower 
levels of serotonin, which was prevented by the daily treatment with CBD. Taken 
together, our data suggest that CBD may be effective in the treatment of 
mechanical allodynia associated with diabetic neuropathy, without causing 
locomotor impairment, and this effect seems to be potentially mediated by the 
serotoninergic system activation through 5-HT1A receptors. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 DIABETES  
 
O diabetes afeta cerca de 425 milhões de pessoas no mundo e pelo menos 
13 milhões de pessoas no Brasil, segundo a Federação Internacional do Diabetes. 
Acredita-se que o diabetes represente uma das maiores emergências globais do 
século 21 e está entre uma das dez principais causas de morte no mundo. A 
ocorrência do diabetes tem aumentado a cada ano em pessoas com faixa etária 
entre 20 a 64 anos, faixa que compreende cerca de 73% do total de pacientes, 
sem distinção entre homens e mulheres. Além da alta prevalência, o diabetes 
impacta fortemente a economia uma vez que está associado à um alto índice de 
mortes prematuras em diversos países do mundo. Em termos de custo com 
tratamentos para essa condição, estima-se que um gasto de cerca de 24 bilhões 
de dólares por ano seja feito somente no Brasil (INTERNATIONAL DIABETES 
FEDERATION, 2017).  
O diabetes mellitus é uma doença crônica caracterizada por altos níveis de 
glicose no sangue devido a falta de produção do hormônio insulina e/ou a redução 
da eficácia da insulina produzida. São três os principais tipos de diabetes, o 
diabetes do tipo 1, é resultado de uma reação autoimune em que o organismo 
ataca as células beta do pâncreas que são responsáveis pela produção de 
insulina, acarretando a deficiência relativa ou absoluta de insulina; no diabetes do 
tipo 2 a hiperglicemia é causada por uma produção inadequada de insulina e/ou 
uma inabilidade do organismo em responder completamente a insulina que é 
produzida, um processo chamado resistência à insulina. O terceiro tipo é a 
hiperglicemia durante a gestação que possui duas subclasses, o diabetes na 
gravidez, diagnosticado antes do início da gravidez, e o diabetes gestacional, 
diagnosticado pela primeira vez durante a gravidez (HALEY E RICHARDS, 2014; 




A hiperglicemia crônica leva a danos vasculares em diversos tecidos como 
olhos, coração, rins e nervos. Dessa forma, o diabetes está relacionado ao 
aumento do risco e também desenvolvimento de várias complicações como 
doença cardiovascular, falha renal, retinopatia e a neuropatia, uma complicação 
bastante comum em pacientes diabéticos (SCHREIBER et al., 2015).  
 
1.2 NEUROPATIA, DOR E DOR NEUROPÁTICA DIABÉTICA 
 
A neuropatia, de forma geral, é classificada como um distúrbio na função ou 
alteração patológica em nervos periféricos ou centrais. A neuropatia diabética é a 
complicação crônica mais prevalente em pacientes diabéticos. Embora pacientes 
diabéticos possam manifestar outras formas de neuropatia, a forma mais comum é 
a polineuropatia distal simétrica (PDS), que afeta 90% dos pacientes com 
neuropatia (TESFAYE et al., 2013). Essa forma de neuropatia é definida 
clinicamente pela presença de sinais e/ou sintomas que estejam envolvidos com 
disfunção em nervos periféricos, após a exclusão de outras causas.  
Pessoas com PDS frequentemente desenvolvem sintomas que são 
dependentes da duração da neuropatia, e afetam inicialmente os pés e progridem 
de forma proximal. Esses sintomas são majoritariamente sensoriais e classificados 
como positivos e negativos. Sintomas positivos, que se manifestam inicialmente, 
incluem formigamento, dor em queimação ou ainda tipo choque elétrico e facada, 
dor evocada por estímulos nocivos ou não, ou ainda sensações incomuns como 
inchaço no pé, frio nas pernas e sensação dos pés em areia. São considerados 
sintomas negativos a perda sensorial, fraqueza e também dormência nos 
membros. A PDS também é um fator que contribui para fraturas e quedas em 
pacientes. Esse tipo de neuropatia tem grandes efeitos negativos na qualidade de 
vida de pacientes que possuem um maior risco para o desenvolvimento de 
ulcerações nos pés, neuroartropatia de Charcot, e consequente amputação de 
membro. Essas complicações tardias são responsáveis por altos custos 
econômicos da neuropatia e são preditoras de mortalidade (TESFAYE et al., 2013; 




Apesar da diversidade de alterações sensoriais, a dor é um dos principais  
sintomas que leva os pacientes a procurar serviço médico. A dor é definida pela 
IASP (International Association for the Study of Pain) como um sensação de 
caráter desagradável e emocional associada com dano tecidual real ou potencial, 
ou ainda descrita em termos de tal dano. Dentre diferentes tipos de classificação, 
de acordo com o tempo a dor pode ser classificada como aguda ou crônica. A 
forma aguda é normalmente repentina resultante de um estímulo externo como um 
trauma ou mesmo inflamação, e a dor crônica persiste por um tempo mais longo e 
suas causas podem ser difíceis de determinar, por serem resultado não somente 
de traumas, mas de uma combinação de elementos psicológicos e mudanças 
físicas que acontecem durante a progressão de doenças, como o diabetes por 
exemplo (KWON et al., 2014; POP-BUSUI et al., 2017). 
A dor tem sua transmissão iniciada em terminações nervosas na periferia, 
os nociceptores, que são neurônios pseudounipolares, cujo corpos celulares 
encontram-se no gânglio da raiz dorsal ou no gânglio trigeminal, e possuem uma 
ramificação periférica e outra que se direciona ao sistema nervoso central. Essas 
fibras nervosas podem ser divididas em duas categorias principais: tipo A, que são 
fibras mielinizadas de médio a grande diâmetro, e tipo C, fibras não mielinizadas 
de pequeno diâmetro. A transmissão da dor é dividida de acordo com sua 
velocidade em rápida e lenta. Fibras Aδ são fibras relativamente pequenas (1-6 m) 
e finamente mielinizadas que detectam e transmitem dor rapidamente (6-30 
m/seg.). Fibras C são fibras menores (<1,5 m) e conduzem a dor de forma mais 
lenta (0,5-2 m/seg.). Fibras Aβ são fibras grandes (6-12m) e mielinizadas que 
conduzem em alta velocidade (30-70 m/seg.) (BASBAUM et al., 2009; BOURNE et 
al., 2014; KWON et al., 2014). Uma vez estimuladas após dano tecidual ou 
estímulo de naturezas diversas, essas fibras transmitem o estímulo até a matéria 
cinzenta do corno dorsal da medula espinhal. Essa informação de dor ainda 
ascende para regiões do sistema nervoso como tálamo e o córtex 
somatossensorial onde a dor ganha aspecto sensorial e discriminativo de 
intensidade e localização. Do tálamo, partem projeções para áreas como córtex 




aspectos afetivos e emocionais são adicionados a percepção de dor (BOURNE et 
al., 2014).  
Existe ainda um mecanismo de controle descendente que atua na 
modulação nociceptiva, e regiões como a substância cinzenta periaquedutal (PAG) 
e o bulbo rostroventromedial (RVM) contribuem para essa modulação. Estudos 
eletrofisiológicos revelaram que o RVM recebe projeções nervosas da PAG que 
exercem papel importante na facilitação e também na inibição da transmissão 
nociceptiva a nível espinhal. Além disso, é relatado que esses efeito modulatórios 
são mediados por neurotransmissores como noradrenalina (NE), dopamina e 
serotonina (5-HT) (BOURNE et al., 2014; KWON et al., 2014). 
Diferentes sistemas de neurotransmissores tem sido implicados na 
transmissão, processamento e controle da dor. Dentre eles, evidências tem 
estabelecido que vias descendentes serotonérgicas exercem influência facilitatória 
(facilitação descendente) ou inibitória (inibição descendente) no processamento 
espinhal da informação nociceptiva, dependendo dos estados agudo ou crônico da 
dor (BARDIN, 2011). Estudos primários mostraram a contribuição de vias 
descendentes serotonérgicas, originadas do núcleo magno da rafe (NRM, 
localizado na vizinhança do RVM) (MILLAN, 2002), na inibição da dor. Estimulação 
elétrica ou química, por exemplo, do NRM mostrou exercer a liberação de 5-HT 
(RIVOT et al., 1982) e induzir analgesia (OLIVERAS et al., 1977). Além disso, uma 
hiperalgesia consecutiva a lesões em projeções serotonérgicas espinhais já foi 
reportada (SAITO et al., 1990). No entanto, estudos recentes demonstram que a 
inflamação crônica lesionando fibras serotonérgicas espinhais (MILLAN et al., 
1997; PERTOVAARA et al., 2001) ou neurônios serotonérgicos no RVM aumenta a 
hiperalgesia térmica (WEI et al., 1999). Em contraste, em modelos de dor 
neuropática, as lesões em vias descendentes serotonérgicas tem sido reportada 
em reduzir ou prevenir alodinia e/ou hiperalgesia (PORRECA et al., 2002; SUZUKI 
et al., 2004; OSSIPOV et al., 2010).  
A ativação de receptores 5-HT1A é importante para a  inibição da liberação 
de neurotransmissores e a ativação desses receptores leva a uma abertura de 




adenilato ciclase (LANFUMEY E HAMON, 2004). Receptores 5-HT1A podem ser 
expressos em diferentes áreas do sistema nervoso central e medula. No núcleo da 
rafe, por exemplo, esses receptores estão localizados na membrana pré-sináptica 
(autoreceptores), enquanto que receptores pós sinápticos podem ser encontrados 
em neurônios espinotalâmicos em lâminas superficiais e em interneurônios 
gabaérgicos no corno dorsal (BARDIN, 2011).  Portanto, os efeitos pró-
nociceptivos de receptores 5-HT1A parecem ser predominantemente mediados por 
autoreceptores pré-sinápticos, enquanto os efeitos antinociceptivos parecem 
envolver a ativação de receptores 5-HT1A pós-sinápticos (COLPAERT et al., 2006; 
BARDIN, 2011). Essas informações conflitantes mostram que vias serotonérgicas 
participam de forma importante do controle da dor de forma complexa e  não só 
dependente do estado patológico, mas também do tipo de receptor serotonérgico 
ativado. 
A dor neuropática diabética manifesta-se como dor espontânea (i.e. dor na 
ausência de qualquer estimulação), hiperalgesia (aumento da sensibilidade a 
estímulos nocivos) e/ou alodinia (dor em resposta a estímulos normalmente 
inócuos) (TODOROVIC, 2016). A alodinia se torna debilitante quando estímulos 
periféricos diários como o toque do tecido da roupa na pele ou o calçar de um 
sapato passam a ser interpretados como dolorosos. Ambas hiperalgesia e 
hipoalgesia (perda de sensibilidade) mecânica têm sido reportadas em estudos 
clínicos envolvendo indivíduos diabéticos, as quais estão correlacionadas ao 
decurso temporal do diabetes. Em pacientes com PDS recém estabelecida, a 
hiperalgesia mecânica é característica, enquanto que em pacientes com PDS 
avançada, a perda de sensibilidade (hipoalgesia) e aumento de percepção 
vibratória são majoritariamente identificadas. A alodinia também é observada em 
uma proporção grande de pacientes com diabetes (30 a 47%). Assim, a 
sensibilidade mecânica é um sinal clínico importante em pacientes com neuropatia, 
porém pouco se conhece sobre os mecanismos fisiopatológicos envolvidos no seu 





Estudos indicam que a dor neuropática diabética afeta cerca de 1/3 dos 
pacientes diabéticos e é decorrente de danos ao sistema nervoso periférico ou 
central. Existem mecanismos consensuais do diabetes que parecem exercer efeito 
no desenvolvimento das complicações de forma geral, como danos vasculares e 
alterações metabólicas. Além disso, diversos fatores como alteração na atividade 
de canais iônicos, sensibilização periférica e central, e redução da inibição feita por 
vias descendentes parecem também contribuir para o estabelecimento da dor em 
pacientes com neuropatia diabética (TESFAYE et al., 2013; LEE-KUBLI et al., 
2014; GANDHI E SELVARAJAH, 2015). 
 
1.3 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO DA DOR NEUROPÁTICA DIABÉTICA 
 
Como a patogênese da neuropatia diabética é multifatorial, o tratamento da 
dor neuropática diabética inclui drogas pertencentes a diferentes classes. 
Antidepressivos tricíclicos e anticonvulsivantes, fazem parte da primeira linha de 
tratamento. A segunda linha de tratamento aborda agentes tópicos como adesivos 
de lidocaína 5%. Embora os analgésicos opioides, atualmente terceira linha de 
tratamento, sejam comumente indicados para o tratamento da neuropatia periférica 
dolorosa no diabetes, seu uso crônico está associado a muitos efeitos colaterais 
como constipação, sedação, dependência e tolerância, e por essa razão deixaram 
de ser considerados como segunda linha (TESFAYE et al., 2013; FORNASARI, 
2017). 
 Dos antidepressivos duais seletivos, que atuam na inibição da recaptação 
de 5-HT e NE, a duloxetina é também considerado um fármaco efetivo para o 
tratamento da dor na neuropatia diabética e de outras formas de neuropatia. Esse 
fármaco alivia a dor por aumentar a disponibilidade sináptica de 5-HT e NE nas 
vias descendentes que inibem a transmissão de dor. Os principais efeitos adversos 
da duloxetina incluem náusea, sonolência, tontura, boca seca, redução de apetite e 
constipação (KALSO et al., 2013; PERGOLIZZI et al., 2013). O tratamento com 
antidepressivos tricíclicos oferece alívio da dor que excede minimamente o efeito 




indesejados, que incluem sonolência, tontura e efeitos cardiovasculares (KALSO et 
al., 2013). 
Dentre os anticonvulsivantes, a gabapentina e a pregabalina, são derivados 
do GABA, mas sem efeito sobre o sistema gabaérgico. Seu mecanismo de ação 
inclui ligação as subunidades alfa-2/delta-1 de canais de cálcio dependentes de 
voltagem, levando a desestabilização do complexo molecular que mantém o canal 
na superfície da membrana pré-sináptica, promovendo sua internalização e 
redução das correntes mediadas por esse canal (FORNASARI, 2017). Dessa 
forma,  atuam na redução da ação excitatória mediada por glutamato que é 
liberado em resposta a entrada de cálcio na célula. Esses gabapentinoides têm 
sido os tratamentos de escolha, porém mais de 50% dos pacientes desenvolvem 
efeitos adversos como euforia, tontura, sedação e ganho de peso, que limitam o 
uso clínico dessa classe (TESFAYE et al., 2013; PELTIER et al., 2014; 
TODOROVIC, 2016). 
Estudos indicam que mesmo após essas abordagens terapêuticas, somente 
uma parcela pequena de pacientes obtém benefícios associados especificamente 
às drogas e a maioria dos pacientes não se beneficiam, o que contribui para a dor 
neuropática diabética representar um desafio na prática clínica (KALSO et al., 
2013). A inexistência de drogas com efeito satisfatório para a terapia da dor 
neuropática diabética pode ser decorrente da complexidade envolvida na 
fisiopatologia do diabetes. Portanto, torna-se de extrema importância o 
entendimento dos mecanismos envolvidos nesse processo e a busca por novos e 
eficazes tratamentos. 
 
1.4 CANNABIS, CANABINOIDES E O SISTEMA ENDOCANABINOIDE 
 
Cannabis é a designação de preferência para as plantas Cannabis sativa, 
Cannabis indica, e de menos significância a Cannabis ruderalis. No Brasil, os 
nomes comuns a essa planta são maconha e cânhamo, e nos Estados Unidos, 
hemp e marijuana. O código dos Estados Unidos define Cannabis como todas as 




de qualquer parte da planta; e todos os componentes, preparação, sal, derivado ou 
mistura da planta. Esse termo não abrange os talos maduros dessa planta, nem as 
fibras desses talos, óleo ou bolo feito das sementes, e nenhum outro composto 
retirado desses talos maduros, além de sementes estéreis da planta que são 
incapazes de germinar (KINGHORN et al.).   
A Cannabis tem sido usada na medicina desde os tempos antigos. Registros 
da China antiga (1500-1200 a.C.) mostram o uso da Cannabis como analgésico. 
Na Índia (1000 a.C.) registros mostram o uso de preparações de Cannabis como 
solução analgésica. Na idade moderna, o extrato e medicações baseadas em 
Cannabis foram vendidos por companhias farmacêuticas nos Estados Unidos no 
final do século XIX e começo do século XX, mas o aumento do uso recreativo, 
após a migração pela revolução mexicana, levou a formação do Ato Fiscal da 
Maconha em 1937, e eventualmente a Cannabis foi retirada do formulário e 
farmacopeia americanos. Porém nos anos 60, o uso recreativo atingiu um pico, 
que foi seguido de um grande interesse científico no uso da Cannabis para fins 
medicinais. A Cannabis está atualmente passando por um retorno a ciência, devido 
a seu rico repertório de fitoquímicos (ELIKKOTTIL et al., 2009; ANDRE et al., 
2016). 
 O interesse na era moderna pelas propriedades medicinais da Cannabis foi 
acompanhado de diversos estudos que ajudaram a descrever muitos dos 
compostos presentes nessa planta, os canabinoides. Na década de 40 cientistas 
da Universidade de Illinois, nos Estados Unidos, isolaram um dos principais 
compostos não psicoticomiméticos da Cannabis, o canabidiol (CBD). Sua estrutura 
foi melhor compreendida cerca de 20 anos depois, por um cientista israelense 
chamado Rafael Mechoulan, que determinou a estrutura química do CBD além de 
isolar seu outro principal composto com propriedade psicoticomimética, o Δ9-
tetrahidrocanabinol (THC). E essas pesquisas deram oportunidade a um grande 
número de pessoas, com condições que falham em responder a drogas de 
prescrição, a utilizar canabinoides (IZZO et al., 2009; PAIN, 2015).  
 Os efeitos farmacológicos dos canabinoides são majoritariamente devidos a 




poderia se ligar a receptores específicos nas células surgiram cerca de 20 anos 
após a descoberta dessa substância. Um ano depois, o receptor de membrana 
acoplado a proteína G responsivo a THC foi clonado e nomeado receptor 
canabinoide do tipo 1 (CB1) (DEVANE et al., 1988). Alguns anos depois, o receptor 
canabinoide do tipo 2 (CB2) foi clonado (MUNRO et al., 1993). A descoberta 
desses receptores levantou hipóteses relevantes da existência de ligantes 
endógenos, os endocanabinoides. Assim, em 1992, o primeiro agonista endógeno 
de ambos os receptores foi isolado e identificado como N-araquidonoil-etanolamida 
ou anandamida (AEA). Outro ligante foi isolado do intestino de cachorros dois anos 
depois e chamado de 2-araquidonilglicerol (2-AG) (MATSUDA et al., 1990; DI 
MARZO et al., 1994; HOWLETT, 1998). Esses endocanabinoides são produzidos 
através de fosfolipídios de membrana conforme demanda da célula e são 
degradados por suas enzimas amida hidrolase de ácidos graxos (FAAH) para a 
AEA, e monoacilglicerol lipase (MAGL) para o 2-AG. Inibidores dessas enzimas 
têm sido estudados como alternativa para o aumento do conteúdo de 
endocanabinoides em tecidos e consequente ativação de receptores CB1 e CB2 
(IANNOTTI et al., 2016). 
Os receptores CB1 e CB2 pertencem a grande família de receptores 
acoplados a proteína G. O receptor CB1 é expresso em todas as estruturas do 
cérebro e considerado o receptor acoplado a proteína G mais abundante nessa 
região. Em geral, esse receptor está localizado em terminais pré-sinápticos de 
neurônios glutamatérgicos e gabaérgicos. Ao contrário de receptores CB1, 
receptores CB2 estão localizados de forma expressiva em células do sistema 
imune, além de tecidos como pulmões, rins e fígado (IANNOTTI et al., 2016; 
AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2017).  
Esses receptores são ativados tanto por ligantes endógenos (i.e. AEA e 2-
AG), como exógenos (i.e. THC) e sua modulação farmacológica parece ser 
importante em diversas condições. Sabe-se por exemplo que a administração de 
endocanabinoides, como AEA e 2-AG, pode produzir analgesia em modelos 
animais de dor aguda e crônica (GUINDON et al., 2006; GUINDON et al., 2007; 




pró-nociceptiva de endocanabinoides. Um aumento dos níveis de AEA e 2-AG na 
PAG já foi encontrado em modelos de dor neuropática (PETROSINO et al., 2007). 
Além disso, em determinadas doses injetadas diretamente na PAG, um agonista 
de receptores CB1, o WIN55,212-2, mostrou exercer uma resposta hiperalgésica 
tardia em ratos (MAIONE et al., 2006).  E ao modular a produção do 
endocanabinoide 2-AG com a injeção intraperitoneal de um inibidor de diacil-
glicerol lipase (DAGL), tanto alodinia ao frio quanto mecânica foram reduzidas 
(WILKERSON et al., 2017). Portanto, fica claro o papel modulatório crítico do 
sistema endocanabinoide na regulação nociceptiva. Esse papel pode sofrer 
plasticidade, com alterações em expressão e função durante determinados 
estados fisiológicos. Endocanabinoides ainda possuem efeitos de curta duração e 
são degradados rapidamente in vivo, o que os torna inadequados como 
analgésicos (WOODHAMS et al., 2015; SUMMERS et al., 2017). Dessa forma são 
empregados canabinoides sintéticos e fitocanabinoides para a modulação desse 
sistema, porém nem todos parecem atuar diretamente na ativação de receptores 
CB1 e CB2, como por exemplo o CBD.  
 
1.5 CANABIDIOL  
 
A Cannabis sativa contém centenas de compostos químicos, e o CBD é o 
segundo componente mais prevalente da planta. Além de não estar associado a 
efeitos psicoativos, sozinho o CBD não afeta a função motora, memória ou a 
temperatura corporal. Em comparação ao THC, o CBD mostra uma afinidade 
menor aos receptores CB1 e CB2, porém pode atuar de forma indireta na ativação 
desses receptores. Estudos in vitro já mostraram que o CBD pode inibir tanto 
recaptação de anandamida, quanto a enzima que faz sua degradação (FAAH) 
afetando de forma expressiva o tônus desse endocanabinoide. A esse aumento foi 
associado a melhora de sintomas de esquizofrenia (DE PETROCELLIS et al., 
2011; LEWEKE et al., 2012).  
O CBD é também responsável por reduzir os efeitos colaterais resultantes 




psicoticomimético, o CBD tem sido o canabinoide mais explorado a respeito de 
seus efeitos farmacológicos em diversos modelos de doença através de diferentes 
alvos moleculares (BOOZ, 2011). Um dos primeiros efeitos farmacológicos do CBD 
descritos foi o efeito antiepilético. Na década de 70, um grupo de cientistas 
brasileiros mostrou o efeito ativo do CBD em reduzir ou até mesmo bloquear 
convulsões induzidas em animais experimentais por uma variedade de substâncias 
e procedimentos (CARLINI et al., 1973; IZQUIERDO et al., 1973). 
O CBD exibe um espectro abrangente de potenciais efeitos terapêuticos em 
condições neurológicas tanto em modelos animais, quanto em estudos em 
humanos, incluindo efeitos ansiolítico, antidepressivo e neuroprotetor. De forma 
importante, o receptor de serotonina 5-HT1A parece estar envolvido em muitos 
desses efeitos, já que o bloqueio desse receptor com antagonistas, impede o 
desenvolvimento desses efeitos terapêuticos (CAMPOS E GUIMARÃES, 2008; 
CAMPOS et al., 2015; LINGE et al., 2016). Em doenças neurodegenerativas, como 
a esclerose múltipla, o uso de Sativex (medicamento em spray contendo 
proporções iguais de CBD e THC) mostrou controle de espasticidade em pacientes 
(MEUTH et al., 2015). Já no estudo de Esposito e colaboradores em 2007, o uso 
de CBD mostrou ter uma ação anti-inflamatória em um modelo animal de 
Alzheimer induzido por injeção de peptídeo beta amiloide humano no hipocampo 
(ESPOSITO et al., 2007). O CBD também foi efetivo na neuroproteção em um 
modelo de doença de Parkinson induzida por injeção unilateral de 6-
hidroxidopamina no cérebro. No estudo de García-Arencibia e colaboradores com 
esse modelo, o CBD induziu aumento da expressão das superóxidos desmutases 
dependente de cobre e zinco, enzimas importantes no controle de estresse 
oxidativo. E como conclusão os autores discutem que, através de propriedades 
antioxidantes, o CBD promoveu neuroproteção contra a degeneração progressiva 
de neurônios dopaminérgicos, característica da doença de Parkinson (GARCÍA-
ARENCIBIA et al., 2007). 
O interesse terapêutico em relação ao CBD também tem aumentado não só 
pelos efeitos em condições neurológicas, mas também por seu efeito analgésico. 




condições dolorosas. Um estudo utilizando o tratamento com Sativex em pacientes 
com diferentes modalidades de dor neuropática periférica mostrou que esse 
fármaco exerceu melhora na dor de pacientes (SERPELL et al., 2014). 
 
1.6 CANABIDIOL NO CONTROLE DA DOR 
 
A prática clínica enfrenta dificuldades particulares quanto ao tratamento de 
pacientes com dores associadas ao câncer, dores neuropáticas e dores centrais, 
como a dor associada a esclerose múltipla. Dessa forma o uso de canabinoides 
representa uma alternativa para esses pacientes que possuem condições 
refratárias aos tratamentos atualmente disponíveis. Diversos estudos empregando 
modelos animais de dor neuropática e também inflamatória já mostraram efeitos 
positivos do CBD nessas condições, e diferentes componentes do circuito de 
transmissão da dor mostram estar envolvidos (XIONG et al., 2012; WARD et al., 
2014; HARRIS et al., 2016; CASEY et al., 2017; KING et al., 2017).   
 O CBD parece exercer estimulação em receptores de potencial transitório 
do tipo vaniloide 1 (TRPV1) que estão envolvidos no mecanismo de hiperalgesia 
térmica e inflamatória. O CBD mostrou efeito dessensibilizador nos receptores 
TRPV1 para ação de seu agonista direto, a capsaicina, sugerindo que esse 
canabinoide exerce atividade anti-inflamatória através da dessensibilização de 
nociceptores (BISOGNO et al., 2001). Estudos já mostraram que CBD recupera o 
limiar mecânico e também impede o desenvolvimento de alodinia ao frio em 
modelos de dor neuropática induzida por quimioterápicos como cisplatina e 
paclitaxel em camundongos (WARD et al., 2011; HARRIS et al., 2016). No trabalho 
de Ward e colaboradores em 2014, o efeito antinociceptivo mecânico do CBD em 
um modelo de dor neuropática induzida por paclitaxel, foi parcialmente bloqueado 
por um antagonista de receptores de serotonina do tipo 5-HT1A, sugerindo um 
envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito analgésico de CBD (WARD et 
al., 2014). Utilizando um modelo de dor induzida por constrição do nervo ciático em 
camundongos, Casey e colaboradores mostraram que tanto THC, quanto CBD 




adversos (CASEY et al., 2017). Além disso, o CBD mostrou ser eficaz em reduzir a 
dor inflamatória induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) e também a dor 
neuropática após ligação do nervo espinhal. Esse efeito ocorreu através da 
interação do CBD com um sítio específico de ligação em receptores de glicina α3, 
e efeitos adversos como alteração motora ou variação na temperatura corporal não 
foram encontrados (XIONG et al., 2012). Um estudo recente de Genaro e 
colaboradores também evidenciou um papel analgésico do CBD em um modelo de 
dor após incisão na região plantar da pata de ratos (GENARO et al., 2017).  
Apesar de estudos já terem mostrado a eficácia do CBD em inibir alterações 
sensoriais associadas a diferentes tipos de dor (XIONG et al., 2012; WARD et al., 
2014; HARRIS et al., 2016; CASEY et al., 2017; GENARO et al., 2017), um efeito 
neuroprotetor (EL-REMESSY et al., 2006), e sua eficácia em alguma complicações 
do diabetes, como a retinopatia (EL-REMESSY et al., 2010) e inflamação no 
pâncreas relacionada ao diabetes tipo 1, sabe-se muito pouco quanto a seus 
efeitos na dor neuropática diabética. No trabalho único de Toth e colaboradores 
(2010) o CBD, após tratamento de 3 meses por via intranasal e sistêmica, mostrou 
efeito antinociceptivo em um modelo de diabetes em camundongos (TOTH et al., 
2010). Dessa forma, o presente estudo visou investigar o potencial efeito 
antinociceptivo do CBD na alodinia mecânica em ratos com diabetes induzido por 













2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar o potencial efeito antinociceptivo do CBD sobre a alodinia 
mecânica em ratos com diabetes induzido quimicamente por estreptozotocina e 
avaliar possíveis mecanismo de ação envolvidos.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Investigar alterações no limiar mecânico de animais diabéticos tratados com 
CBD através do teste de von Frey eletrônico; 
• Investigar a participação do receptores de serotonina, dos receptores de 
glicina e dos receptores canabinoides CB1 e CB2 no mecanismo de ação do CBD; 
• Avaliar o conteúdo de serotonina (5-HT) e de seu metabólito (5-HIAA) em  























Foram utilizados ratos machos (n=301) da variedade Wistar pesando entre 
180 e 220 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do 
Paraná. Esses animais foram alocados em caixas de plástico (41 x 32 x 16.5 
cm) em grupos de no máximo 4 animais por caixa, e mantidos em condições 
controladas de iluminação, com água e ração ad libitum. Todos os protocolos 
foram previamente aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de Animais do 





Foram utilizados estreptozotocina (STZ; Santa Cruz Biotechnology; Santa 
Cruz, Califórnia, EUA) e citrato de sódio fornecido pela Merck S.A. Indústrias 
Farmacêuticas (Brasil). Canabidiol (CBD) 99,6% puro (sem nenhum outro 
canabinoide) foi gentilmente fornecido pela BSPG-Pharm (Sandwich, Reino 
Unido). Os antagonistas de receptores canabinoides AM251 (antagonista CB1) e 
AM630 (antagonista CB2) foram adquiridos pela Cayman Chemical Company 
(Ann Arbor, MI, EUA). O antagonista não seletivo de receptores de serotonina, 
maleato de metisergida (MTS, antagonista 5-HT1A/B/D, 5-HT2 e 5-HT7) e cloridrato 
de estricnina (STRYCH, antagonista de receptores de glicina) foram adquiridos 
pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). (S)-WAY 100135 (WAY, antagonista 
seletivo de receptores de serotonina 5-HT1A) foi fornecido pela Tocris Bioscience 
(Perdizes, SP, Brasil). O CBD foi diluído com solução 0,9% NaCl e 2% tween 80. 
AM251 e AM630 foram diluídos em uma solução 1:1:18 de dimetilsulfóxido, 
tween 80 e salina. MTS e STRYCH foram diluídos em salina. (S)-WAY100135 foi 





3.3 INDUÇÃO DO DIABETES 
 
Após um jejum de 12 horas, a indução do diabetes em ratos foi realizada 
através da administração única de estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg, i.p.; diluída 
em tampão citrato, 10 mM, pH 4,5). A confirmação do diabetes foi realizada três 
dias após a injeção de STZ (considerado o dia 0 para o estado diabético) e 
também ao fim dos experimentos 28 dias após a confirmação do diabetes, por 
meio da aplicação de um pequeno volume de sangue periférico colhido da cauda 
dos animais em fitas teste impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check 
ActiveTM, Roche). Foram considerados diabéticos e mantidos nos experimentos 
os animais cuja glicemia foi igual ou maior que 250 mg/dL. Os grupos controles 
(grupos normoglicêmicos) receberam somente tampão citrato (VEI, 10 mM, pH 
4,5, volume equivalente). 
 
3.4 TESTE DE VON FREY ELETRÔNICO 
 
Os animais foram alocados em caixas de acrílico, cujo assoalho consiste 
de uma rede de malha igual a 5 mm2, constituída de arame não maleável de 1 
mm. A alodinia mecânica foi avaliada por meio do teste de pressão crescente na 
pata de ratos (Von frey eletrônico), aplicado por um analgesímetro eletrônico 
(IITC Life Science, California, EUA). O aparelho possui um transdutor conectado 
a um contador digital que registra o limiar aplicado a pata do animal em gramas 
(g). O contato do transdutor com a pata foi realizado por meio de uma ponteira 
descartável de polipropileno com 0,5 mm de diâmetro adaptada ao transdutor. 
Os animais foram colocados nas caixas de acrílico por um tempo de 
ambientação de 15 min antes da aplicação, por entre as malhas da rede, de uma 
força linearmente crescente no centro da planta da pata. O estímulo foi cessado 
quando o animal produzia uma resposta de retirada e/ou sacudida da pata 
estimulada. A intensidade da alodinia mecânica foi então quantificada pela 




então foi feita a média entre as patas para representar o limiar mecânico de 
cada animal (YAMAMOTO et al., 2009). 
 
3.5 TESTE DE CAMPO ABERTO 
 
A atividade locomotora após a injeção de CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg, i.p.) 
ou veículo foi avaliada através do teste de campo aberto conforme previamente 
descrito (SANTIAGO et al., 2010). A arena utilizada para o teste consistia em 
uma caixa retangular (50 x 40 x 63 cm) com piso dividido virtualmente em 9 
quadrantes iguais. Uma hora após o tratamento com CBD (pico do efeito 
antialodínico), os animais foram colocados individualmente no centro da arena e 
o número de quadrantes cruzados, isto é a passagem do animal com as duas 
patas traseiras para o próximo quadrante, foi contabilizado manualmente 
durante 5 min. O número de cruzamentos no campo aberto foi utilizado como um 
índice da atividade locomotora. 
 
3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  
 
No primeiro conjunto de experimentos, o limiar mecânico foi avaliado 
antes e 28 dias após a indução do diabetes. No dia 28, após a confirmação do 
diabetes, animais diabéticos receberam injeção única i.p. de veículo (VEI) ou 
CBD nas doses de 0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg, baseadas no trabalho de Genaro e 
colaboradores (2017). O limiar mecânico foi então reavaliado a cada hora, 
durante quatro horas após o tratamento com CBD, começando na primeira hora 
após tratamento. Ao fim do experimento a glicose sanguínea foi novamente 
mensurada (FIGURA 1A). 
O segundo conjunto de experimentos visou avaliar se os receptores CB1 e 
CB2 estariam envolvidos no efeito antinociceptivo agudo do CBD. O diabetes foi 
induzido como descrito previamente. Animais diabéticos tiveram seu limiar 
mecânico mensurado 28 dias após a indução do diabetes, e então, receberam 




(antagonista CB2) ambos na dose de 1 mg/Kg (HILL E GORZALKA, 2005; DE 
MORAIS et al., 2016). Vinte minutos após tratamento com os antagonistas, os 
grupos foram tratados com CBD (3 mg/Kg) ou veículo, e o limiar mecânico foi 
avaliado novamente a cada hora, até a quarta hora após o tratamento com CBD. 
Levando em conta a expressão ubíqua de receptores canabinoides, seus 
respectivos antagonistas foram administrados de forma sistêmica (FREUNDT-
REVILLA et al., 2017) (FIGURA 2A). 
Para avaliar o papel de receptores de glicina ou 5-HT no efeito 
antinociceptivo agudo do CBD sobre a alodinia mecânica em ratos diabéticos, os 
antagonistas próprios desses receptores foram administrados por via intratecal 
(i.t.). Para isso, após a avaliação basal do limiar mecânico em animais diabéticos 
28 dias após indução do diabetes, grupos independentes de animais diabéticos 
foram posicionados dorsalmente sob anestesia leve (4% halotano). Uma agulha 
de aproximadamente 2,5 cm de comprimento (25-G) foi introduzida 
transcutaneamente na altura do espaço subaracnoide entre as vertebras 
lombares L5 e L6, como descrito previamente por Pereira e colaboradores 
(Pereira et al., 2017). Um movimento lateral rápido da cauda foi considerado 
indicativo de que a agulha havia adentrado o espaço subaracnoide. Então, VEI 
(20 μL), STRYCH (10 μg/20 μL), MTS (30 μg/20 μL) ou WAY (3 μg/20 μL) foi 
injetado 10 min antes do tratamento com CBD (3 mg/Kg, i.p.) e o limiar mecânico 
foi reavaliado de hora em hora durante um período de quatro horas (FIGURAS 
3A e 4A). As doses de STRYCH, MTS e WAY foram selecionadas com base em 
estudos encontrados na literatura (WEI E PERTOVAARA, 2006; SAADÉ et al., 
2012; ZHANG et al., 2013). O efeito do tratamento i.t. com antagonistas sozinho 
foi testado em grupos experimentais independentes.  
O efeito de um tratamento repetido com CBD foi avaliado em um outro 
conjunto de experimentos. Animais tiveram o limiar mecânico avaliado antes e 
14 dias após a indução do diabetes. Após a avalição do limiar mecânico no dia 
14, um tratamento diário i.p. com CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg) foi iniciado e 
mantido durante 14 dias. O limiar mecânico foi novamente mensurado uma vez 




diário com CBD) (FIGURA 5A). Para todos os tratamentos os animais tiveram o 
peso corporal  mensurado previamente a injeção. Ao fim do experimento, todos 
os animais eutanasiados com overdose de anestésico e amostras do cordão 
espinhal (L3-L6) foram dissecadas para a quantificação do conteúdo de 
serotonina (5-HT) e seu metabólito ácido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) através 
da técnica de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) (FIGURA 6A). 
 
3.7 DETERMINAÇÃO POR HPLC DO CONTEÚDO DE 5-HT E 5-HIAA NO 
CORDÃO ESPINHAL  
 
Os conteúdos de 5-HT e seu metabólito 5-HIAA em segmento lombar (L3-
L6) do cordão espinhal de animais normoglicêmicos e diabéticos tratados com 
CBD (0,1, 0,3 e 3 mg/Kg) ou veículo durante 14 dias foram avaliados por HPLC 
como descrito previamente (DA SILVA DIAS et al., 2016). O sistema de HPLC 
contém uma coluna de fase reversa (Hypurity Elite C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 μm 
e 100-Å poro, o tamanho do diâmetro da partícula; Hypersil, Cheshire, UK), 
acoplada em um detector eletroquímico. As amostras de cordão espinhal foram 
pesadas e homogeneizadas em 800 μL de solução de extração (0,05 M de ácido 
perclórico), centrifugadas à 15,000 rpm durante 20 min à 6 ºC e armazenadas à -
70 ºC para análise. Sobrenadantes foram submetidos a separação isocrática 
rápida através do sistema de coluna C18-HPLC de fase reversa (C18, ODS, 3 
m, coluna 150 mm x 2.0 mm; acoplada a coluna New-Guard Cartridge, KJ0-
4282; ambas fornecidas por Phenomenex, Torrance, CA, USA). O sistema 
HPLC consistia de um detector eletroquímico BAS Epsilon com um eletrodo de 
vidro de carbono e uma bomba (PM-92e). O potencial foi regulado a 650 mV 
(comparado com eletrodo Ag-AgCl de referência). A fase móvel consistiu de 50 
mM NaH2PO4, 0,1 mM Na2–EDTA, 0,5mM sulfato de n-octil-sódio, 10% 
metanol (pH 5,5) e foi filtrado e bombeado através do sistema em um fluxo de 
140 L/min. O volume da injeção foi de 10 L. Esse arranjo permitiu a análise do 




tempo de espera de aproximadamente 30 min. Todas as substâncias foram 
quantificadas comparando áreas de pico de curvas padrão. 
 
3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Todos os dados comportamentais foram apresentados com a média ± 
erro padrão da média (EPM) para 5-13 animais por grupo. Test t de student foi 
utilizado para analisar os valores de peso corporal e glicemia nos dias de 
confirmação inicial do diabetes (dia 0) e o fim dos experimentos (dia 28), e 
ANOVA de uma via foi utilizada para comparação entre os tratamentos em cada 
um dos intervalos de tempo. Os dados de análise por HPLC dos conteúdos de 5-
HT, 5-HIAA e a razão [5-HIAA] / [5-HT], os dados do teste de campo aberto, bem 
como os valores de peso corporal foram analisados por ANOVA de uma via. 
ANOVA de duas vias com medidas repetidas foi utilizada para a avaliação do 
limiar mecânico (todos os protocolos). Os fatores independentes utilizados foram 
tratamento e tempo. Quando apropriado, análise utilizando post-hoc Bonferroni 
para comparações múltiplas foi aplicada. O nível de significância foi estabelecido 
para p < 0.05. Todos os testes foram conduzidos utilizando o software GraphPad 


















4.1 CBD EXERCE EFEITO ANTIALODÍNICO AGUDO SEM ALTERAR A 
ATIVIDADE LOCOMOTORA EM RATOS DIABÉTICOS 
 
Todos os grupos de animais diabéticos mostraram uma redução no limiar 
mecânico, avaliado no teste de von Frey eletrônico, 28 dias após a indução do 
diabetes (grupos STZ), quando comparados ao grupo de animais 
normoglicêmicos (VEI+VEI), o que indica o desenvolvimento de alodinia 
mecânica. ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos 
significativos de tratamento [F (4, 34) = 38,01; p<0,0001], tempo [F (5, 170) = 57,18; 
p<0,0001]  e também interação entre esses fatores [F (20, 170) = 6,92; p<0,0001]. 
O post hoc de Bonferroni para comparações múltiplas mostrou que a injeção i.p. 
única de CBD 3 mg/Kg (STZ + CBD 3) foi capaz de exercer efeito antialodínico 
em animais diabéticos por duas horas após tratamento. A dose de 0,3 mg/Kg de 
CBD (STZ + CBD 0,3) mostrou efeito apenas uma hora após o tratamento. 
Nenhum efeito foi encontrado em animais tratados com a dose de 0,1 mg/Kg 
(STZ + CBD 0,1) durante o decurso temporal do experimento. O grupo controle 
normoglicêmico (VEI+VEI) não mostrou diferenças no limiar mecânico durante o 
experimento (FIGURA 1B).  
 Para testar uma possível relação entre o efeito antinociceptivo do CBD e 
um déficit locomotor, animais normoglicêmicos tratados com veículo ou animais 
diabéticos tratados com veículo ou CBD foram avaliados no teste de campo 
aberto uma hora após os respectivos tratamentos (FIGURA 1C), sendo esse o 
período de tempo que o pico do efeito antinociceptivo do CBD foi observado. 




























FIGURA 1 – Linha temporal do experimento para avaliação do efeito do tratamento agudo com CBD (painel A). Efeito do tratamento agudo com CBD (0,1, 0,3 
ou 3 mg/Kg, i.p.) na alodinia mecânica (painel B) e na atividade locomotora (painel C) em animais com diabetes induzido por STZ. Os dados apresentam média 
± EPM, com n = 7-9 por grupo. VF: von Frey eletrônico; STZ: estreptozotocina; CA: campo aberto. # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo controle 
normoglicêmico tratado com veículo (VEI+VEI). * indica p < 0,05 quando comparado ao grupo diabéticos tratado com veículo (STZ + VEI). ANOVA de duas vias 




4.2 EFEITO ANTIALODÍNICO AGUDO DO CBD NÃO É DEPENDENTE DA 
ATIVAÇÃO DIRETA DE RECEPTORES CB1 E CB2 
Quando comparados ao grupo controle normoglicêmico (VEI+VEI), 
animais diabéticos (grupos STZ), avaliados no teste de von Frey eletrônico, 
mostraram um limiar mecânico reduzido 28 dias após a indução do diabetes 
(FIGURA 2B e 2C). Os grupos diabéticos foram pré-tratados com veículo ou 
antagonistas de receptores CB1 e CB2, AM251 ou AM630 (1 mg/Kg, i.p.), 
respectivamente, 20 minutos antes do tratamento com veículo ou CBD (dose de 
3 mg/Kg, i.p., a dose com efeito antialodínico eficaz de duas horas determinado 
no experimento 1). O limiar mecânico foi então reavaliado durante quatro horas 
após o tratamento com CBD.  
 Como mostrado na figura 2B, ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas mostrou diferença significativa no efeito de tratamento [F (4, 234) = 
63,12; p<0,0001], tempo [F (5, 234) = 31,55; p<0,0001] e também na interação 
entre esses dois fatores [F (20, 234) = 5,232; p<0,0001]. O post hoc de Bonferroni 
para comparações múltiplas indicou que o tratamento com AM251 não bloqueou 
o efeito antialodínico do CBD uma e duas horas após o tratamento (FIGURA 
2B).  
 Ao avaliar um potencial envolvimento do receptor CB2 através do pré-
tratamento com seu antagonista (AM630), ANOVA de duas vias  com medidas 
repetidas mostrou efeito significativo de tratamento [F(4, 222) = 46,83; p<0,0001], 
tempo [F(5, 222) = 29,85; p<0,0001] e interação entre esses fatores [F(20, 222) = 
4,652; p<0,0001]. O post hoc mostrou que o pré-tratamento com AM630 não 
bloqueou o efeito antialodínico do CBD uma e duas horas após o tratamento 






























FIGURA 2- Linha temporal do experimento para avaliação do pré-tratamento com antagonistas de receptores CB1 e CB2 no efeito antialodínico agudo do CBD 
(painel A). Efeito do pré-tratamento com antagonistas de receptores CB1 e CB2 (AM251 ou AM630; painéis B e C, respectivamente; ambos antagonistas na dose 
de 1 mg/Kg, i.p.) no efeito antialodínico do CBD (3 mg/Kg, i.p.) em animais diabéticos (STZ). Os dados representam média ± EPM, com n = 5-10 por grupo. VF: 
von Frey eletrônico; STZ: estreptozotocina. # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo controle normoglicêmico tratado com veículo (VEI+VEI+VEI). * Indica 





4.3 EFEITO ANTIALODÍNICO AGUDO DO CBD NÃO É BLOQUEADO POR UM 
ANTAGONISTA COMPETITIVO DE RECEPTOR DE GLICINA 
Para avaliar um potencial envolvimento de receptores de glicina no efeito 
antialodínico do CBD, 28 dias após a indução do diabetes, animais receberam 
uma injeção i.t. única de veículo ou STRYCH (10 μg/20 μL) 10 min antes do 
tratamento com veículo ou CBD (3 mg/Kg, i.p.). O limiar mecânico foi mensurado 
novamente a cada hora durante um período de quatro horas após o tratamento 
com CBD. ANOVA de duas vias com medidas mostrou efeitos significativos de 
tratamento [F (4,240) = 62,28; p<0,0001], tempo [F (5, 240) = 31,84; p<0,0001]  e 
também interação entre esses fatores [F (20, 240) = 4,73; p<0,0001]. O post hoc de 
Bonferroni mostrou que a injeção i.t. de STRYCH não bloqueou o efeito 
antialodínico do CBD estabelecido uma e duas horas após o tratamento 


























FIGURA 3 – Linha temporal do experimento para avaliação do pré-tratamento com um antagonista 
competitivo de receptores de glicina (painel A). Efeito do pré-tratamento com estricnina (STRYCH, 10 
μg/20 μL, i.t) no efeito antialodínico do CBD (3 mg/Kg, i.p.) em animais diabéticos (STZ) (painel B). Os 
dados representam média ± EPM, com n= 7-10 por grupo. VF: von Frey eletrônico; STZ: 
estreptozotocina. # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo normoglicêmico tratado com veículo 
(VEI + VEI + VEI). * Indica p < 0,05 quando comparado ao grupo diabético tratado com veículo (STZ + 










4.4 EFEITO ANTIALODÍNICO AGUDO DO CBD É DEPENDENTE DA 
ATIVAÇÃO DO RECEPTOR 5-HT1A 
Animais diabéticos foram testados no aparelho de von Frey eletrônico 28 
dias após a indução do diabetes para avaliar o envolvimento dos receptores de 
serotonina com o efeito antinociceptivo do CBD. Para isso, animais receberam 
injeção i.t. de veículo ou antagonista não seletivo de receptores de serotonina, 
MTS (30 μg/20 μL) 10 min antes do tratamento com veículo ou CBD. ANOVA de 
duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo de tratamento [F (4, 
39) = 39,05; p<0,0001], tempo [F (5, 195) = 45,73; p<0,0001] e interação entre 
esses dois fatores [F (20, 195) = 6,78; p<0,0001]. O post hoc de Bonferroni mostrou 
que o pré-tratamento com MTS não bloqueou o efeito antialodínico que o CBD 
exerceu em animais diabéticos uma e duas horas após o tratamento (FIGURA 
4B).  
No próximo conjunto de experimentos, um antagonista seletivo de 
receptores 5-HT1A foi testado. Animais diabéticos receberam uma injeção i.t. de 
veículo ou WAY (3 μg/20 μL) 10 min antes do tratamento com veículo ou CBD, e 
o limiar mecânico foi reavaliado novamente a cada hora durante quatro horas 
após o tratamento com CBD. ANOVA de duas vias com medidas repetidas 
revelou efeito significativo de tratamento [F (4, 234) = 65,54; p<0,0001], tempo [F (5, 
234) = 37,76; p<0,0001] e interação [F (20, 234) = 5,31; p<0,0001]. Contudo, post 
hoc de Bonferroni mostrou que o pré-tratamento com antagonista seletivo de 
receptores 5-HT1A, WAY100135, foi capaz de reverter o efeito antialodínico do 















































FIGURA 4 – Linha temporal do experimento para avaliação do pré-tratamento com antagonistas de receptores de serotonina (painel A). Efeito do pré-tratamento 
com antagonista não seletivo (painel B) (metisergida, MTS, 30 μg/20 μL, i.t.) ou antagonista seletivo (painel C) de receptores 5-HT1A (WAY 100135, WAY, 3 
μg/20 μL, i.t.) no efeito antialodínico do CBD (3 mg/Kg, i.p.) em animais diabéticos (STZ). Os dados representam média ± EPM, com n = 6-10 por grupo. VF: von 
Frey eletrônico; STZ: estreptozotocina.  # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo normoglicêmico tratado com veículo (VEI + VEI + VEI). * indica p < 0,05 




4.5 CBD EXERCE EFEITO ANTIALODÍNICO APÓS TRATAMENTO REPETIDO 
 
Animais diabéticos, avaliados no teste de von Frey eletrônico, mostram 
uma redução do limiar mecânico no dia 14 após a indução do diabetes quando 
comparados ao grupo normoglicêmico (VEI+VEI). Um tratamento diário com 
CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg) teve início no dia 14, com duração de 14 dias. O 
limiar mecânico foi reavaliado do dia 21 e novamente no dia 28, antes que 
tratamento respectivo desses dias fosse administrado, ou seja, vinte e quatro 
horas após o último tratamento com CBD.  
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo 
de tratamento [F (4, 48) = 28,26, p<0,0001], tempo [F (3, 144) = 46,95, p<0,0001] e 
interação [F (12, 144) = 7,61, p<0,0001]. O post hoc de Bonferroni mostrou que o 
tratamento repetido com CBD (nas doses de 0,3 e 3 mg/Kg) foi capaz de 
produzir um efeito antialodínico em animais diabéticos no dia 21 e no dia 28 







FIGURA 5 – Linha temporal do experimento para avaliação do tratamento repetido com CBD (painel A). 
Efeito do tratamento repetido com CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg; durante 14 dias) na alodinia mecânica em 
animais diabéticos (STZ) (painel B). Os dados representam média ± EPM, com n = 6-11 por grupo. VF: 
von Frey eletrônico; STZ: estreptozotocina; HPLC: cromatografia líquida de alta performance; 5-HT: 
serotonina; 5-HIAA: ácido 5-hidroxi indol acético. # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo 
normoglicêmico tratado com veículo (VEI + VEI). * indica p < 0,05 quando comparado ao grupo diabético 











4.6 TRATAMENTO REPETIDO COM CBD AUMENTA DE FORMA 
SIGNIFICATIVA O CONTEÚDO ESPINHAL DE 5-HT. 
Animais diabéticos tratados de forma repetida com CBD (nas doses de 0,1, 
0,3 ou 3 mg/Kg, durante 14 dias) tiveram amostras da porção lombar do cordão 
espinhal (L3-L6) dissecadas e a técnica de HPLC foi feita para aferir o conteúdo 
de 5-HT e 5-HIAA.  
Considerando o níveis espinhais de 5-HT, ANOVA de uma via mostrou 
que efeitos significativos de tratamento F(4, 43) = 60,93; p<0,0001]. O post hoc de 
Bonferroni revelou que animais diabéticos tiveram um redução significativa do 
conteúdo de 5-HT no cordão espinhal quando comparados ao grupo de animais 
controle normoglicêmicos (VEI+VEI). O tratamento repetido com CBD (dose de 
0,3 mg/Kg) induziu um aumento significativo no conteúdo de 5-HT no cordão 
espinhal de ratos diabéticos (FIGURA 6B). 
Os níveis do metabólito de 5-HT, o 5-HIAA foram também avaliados nos 
animais normoglicêmicos e nos animais diabéticos tratados com veículo ou 
CBD. ANOVA de uma via mostrou efeito significativo de tratamento nos níveis 
de 5-HIAA [F(4,43) = 6,992; p=0,0002]. O post hoc de Bonferroni para 
comparações múltiplas revelou que animais diabéticos não diferiram de animais 
normoglicêmicos considerando o conteúdo espinhal do metabólito 5-HIAA. 
Apenas animais diabéticos tratados com CBD (na dose de 3 mg/Kg) tiveram um 
aumento do conteúdo de 5-HIAA no cordão espinhal quando comparados a 
animais diabéticos tratados com veículo (STZ + VEI; FIGURA 6C). 
Por fim, a razão [5-HIAA] / [5-HT] foi calculada para estimar a taxa de 
renovação de 5-HT (FIGURA 6D). ANOVA de uma via mostrou efeito 
significativo de tratamento [F(4,43) = 65,02; p<0,0001]. O post hoc de Bonferroni 
para comparações múltiplas mostrou que animais diabéticos, com exceção do 
grupo tratado com a dose de CBD 0,3 mg/Kg, diferem de forma significativa de 
animais normoglicêmicos nesse parâmetro. O tratamento com CBD nas doses 
de 0,3 e 3 mg/Kg alterou significativamente a razão [5-HIAA] / [5-HT] em animais 
diabéticos quando comparados ao grupo diabético tratado apenas com veículo, 
sendo a razão significativamente menor no grupo diabético tratado com CBD 0,3 





FIGURA 6 – Linha temporal do experimento de avaliação do conteúdo de 5-HT e 5-HIAA (painel A) em amostras do cordão espinhal de animais diabéticos 
tratados repetidamente com CBD. Efeito do tratamento com CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg, durante 14 dias) sobre o conteúdo espinhal de 5-HT (painel B) ou seu 
metabólito 5-HIAA (painel C). A metabolização de 5-HT, estimada pelo cálculo da razão [5-HIAA] / [5-HT] é mostrada no painel D. Os dados representam média 
± EPM, com n = 6-11 por grupo. VF: von Frey eletrônico; STZ: estreptozotocina; HPLC: cromatografia líquida de alta performance; 5-HT: serotonina; 5-HIAA: 
ácido 5-hidroxi indol acético. # indica p < 0,05 quando comparado ao grupo normoglicêmico tratado com veículo (VEI + VEI). * indica p < 0,05 quando 




4.7 TRATAMENTO REPETIDO COM CBD NÃO EXERCE ALTERAÇÕES NOS 
NÍVEIS DE GLICOSE E NO PESO CORPORAL DE ANIMAIS DIABÉTICOS 
 
O tratamento crônico com CBD durante 14 dias (doses de CBD 0,1, 0,3 
ou 3 mg/Kg) não modificou de forma significativa os níveis séricos de glicose ou 
o peso corporal dos animais diabéticos (TABELA 1) quando comparados ao 
grupo de animais diabéticos tratados apenas com veículo (VEI).  
TABELA 1 – AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLICOSE SANGUÍNEA E PESO CORPORAL DE 
ANIMAIS DIABÉTICOS TRATADOS REPETIDAMENTE COM CBD. 
 
Tratamento  










Dia 0 483,9 ± 38,50 
196,4 ± 
2,878 
Dia 14 n.d. 
204,4 ± 
5,615 
Dia 21 n.d. 
207,1 ± 
6,365 
Dia 28 472,1 ±  37,26 
209,4 ± 
6,924 
CBD 0,1 mg/Kg 
Dia 0 537,8 ± 12,19 
202,6 ± 
1,194 
Dia 14 n.d. 
188,2 ± 
5,316 
Dia 21 n.d. 
195,3 ± 
4,872 
Dia 28 482,8 ± 27,12  
196,5 ± 
6,430 
CBD 0,3 mg/Kg 
Dia 0 483,7 ± 18,82 
199,8 ± 
3,321 
Dia 14 n.d. 
192,5 ± 
5,136 
Dia 21 n.d. 
196,8 ± 
4,916 
Dia 28 506,2 ± 18,27 
195,6 ± 
6,108 
CBD 3 mg/Kg 
Dia 0 498,6 ± 18,92 
194,7 ± 
2,497 
Dia 14 n.d. 
192,1 ± 
6,198 
Dia 21 n.d. 
198,3 ± 
6,178 




NOTA – Os níveis de glicose de animais diabéticos foram avaliados no dia 0 (dia de confirmação 
do diabetes) e no dia 28 após a confirmação do diabetes. O peso corporal de animais diabéticos 
foi mensurado também no dia 0 e nos dias 14, 21 e 28 após a confirmação do diabetes. É 




inicial do diabetes, e perdurou por 14 dias. Os dados representam média ± EPM, com n = 9-11 
por grupo. * indica p < 0,05 quando comparado ao grupo diabético no dia 0. # indica p < 0,05 
quando comparado aos grupo VEI no dia 28. Test t de student (glicose) e ANOVA de uma via 






4.8 RESUMO DOS RESULTADOS 
TABELA 2 – DESENVOLVIMENTO DE ALODINIA MECÂNICA, ALTERAÇÕES EM PERFORMANCE LOCOMOTORA E CONTEÚDO ESPINHAL DE 5-HT E 5-
HIAA APÓS STZ, E INFLUÊNCIA DOS TRATAMENTOS 
Tratamentos 
Alodinia mecânica  Performance Locomotora [5-HT] [5-HIAA] [5-HT]/[5-HIAA] 
14 dias 21 dias 28 dias 28 dias 28 dias 28 dias 28 dias 
STZ 60 mg/Kg + + + - ∨ < > ∧ 
Agudo CBD 0,1 mg/Kg  n.a. n.a. < > - n.a. n.a. n.a. 
Agudo CBD 0,3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ - n.a. n.a. n.a. 
Agudo CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ - n.a. n.a. n.a. 
Agudo AM251 + CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ n.a. n.a. n.a. n.a. 
Agudo AM630 + CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ n.a. n.a. n.a. n.a. 
Agudo STRYCH + CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ n.a. n.a. n.a. n.a. 
Agudo MTS + CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. ∨ n.a. n.a. n.a. n.a. 
Agudo WAY + CBD 3 mg/Kg n.a. n.a. < > n.a. n.a. n.a. n.a. 
Crônico CBD 0,1 mg/Kg n.a. < > < > n.a. ∨ < > ∧ 
Crônico CBD 0,3 mg/Kg  n.a. ∨ ∨ n.a. ∧ < > ∨
Crônico CBD 3 mg/Kg n.a. ∨ ∨ n.a. ∨ ∧ ∧ 
 
NOTA  - Os siḿbolos + e – indicam desenvolveu e não desenvolveu, respectivamente. Os siḿbolos ∧, ∨, < >, e n.a. indicam aumento, redução, sem 












A principal contribuição do presente estudo é o importante efeito 
antialodínico exercido pelo tratamento com CBD em um modelo de dor 
neuropática induzida pelo diabetes em ratos, sem que a performance locomotora 
fosse alterada por esse mesmo tratamento. Além disso, o efeito antialodínico 
agudo do CBD não parece ser dependente da ativação de receptores 
canabinoides ou receptores de glicina, mas sim de receptores 5-HT1A. De forma 
interessante, para nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que 
demonstrou um aumento nos níveis de 5-HT no cordão espinhal após o 
tratamento repetido com CBD e seu efeito antinociceptivo agudo nesse tipo de 
dor neuropática em ratos. Considerando o perfil insatisfatório dos tratamentos 
disponíveis para a neuropatia diabética dolorosa, canabinoides tem sido 
estudados de forma extensiva em modelos de dor inflamatória e neuropática, 
representando uma alternativa promissora para o tratamento de dores refratárias 
às abordagens farmacológicas disponíveis atualmente.  
A efetividade de canabinoides sobre a hiperalgesia química em animais 
diabéticos já foi demonstrada por estudos prévios do nosso grupo. Schreiber e 
colaboradores (2012) mostraram que a injeção local de endocanabinoides como 
a anandamida (AEA) foi capaz de produzir uma redução significativa de 
comportamentos nociceptivos induzidos pela injeção de formalina na pata de 
animais diabéticos (SCHREIBER et al., 2012). A capacidade de outro 
endocanabinoide além da AEA, o 2-araquidonilglicerol (2-AG), em inibir a 
resposta nociceptiva no teste da formalina também foi demonstrada em animais 
normoglicêmicos (GUINDON et al., 2006; GUINDON et al., 2007). Em um 
modelo de dor neuropática induzida por constrição crônica do nervo ciático, o 
CBD sozinho e em combinação com THC produziu um efeito antialodínico aos 
estímulos mecânico e térmico ao frio (CASEY et al., 2017). O mesmo efeito de 
combinação dos dois compostos foi previamente descrito em um modelo de 
neuropatia periférica induzida por quimioterápico em camundongos (KING et al., 
2017). No presente estudo, nós determinamos que o tratamento com CBD nas 
doses de 0,3 e 3 mg/kg atenuou de forma significativa a alodinia mecânica em 




sustentado, com pico na primeira hora após a injeção, com efeito remanescente 
na segunda hora, e ausente na terceira hora após tratamento.  
Estudos investigando a farmacocinética do CBD já mostraram que sua 
concentração plasmática em humanos atinge um pico por volta de 1-2 horas 
após administração por via oral (AGURELL et al., 1981). Da mesma forma, um 
estudo utilizando ratos Wistar mostrou que as concentrações de CBD no cérebro 
e plasma também atingem um pico no mesmo intervalo de tempo citado, após 
administração oral e subcutânea (HLOŽEK et al., 2017). Curiosamente, as 
drogas recomendadas para o tratamento da dor neuropática como duloxetina, 
pregabalina e amitriptilina exibem perfis de efeito antinociceptivo similar ao 
encontrado com o tratamento com CBD em animais diabéticos com indução feita 
por STZ, sendo efetivos até 2 horas após injeção (TRIPATHI et al., 2016). O 
efeito antinociceptivo do CBD não parece estar relacionado a um déficit 
locomotor, já que o tratamento com CBD (todas as doses testadas) não alterou o 
número de cruzamentos no teste de campo aberto. De forma interessante, 
embora o CBD e THC mostrarem efeitos benéficos na inibição da dor 
neuropática, apena o THC tem sido associado a efeitos adversos deletérios, 
como incoordenação motora, catalepsia e sedação (CASEY et al., 2017).  
Em nosso estudo, mesmo o estado diabético não alterou 
significativamente o parâmetro locomotor, contrastando estudos prévios que 
observaram uma redução na atividade locomotora em animais diabéticos 
(HAIDER et al., 2013; REDIVO et al., 2016). Esses dados aparentemente 
contrastantes podem estar relacionados ao tempo de estabelecimento do 
diabetes, por exemplo, animais diabéticos com indução feita por STZ tendem a 
exibir uma redução na atividade locomotora dependente do tempo após a 
indução. No entanto, é importante mencionar que dados do nosso grupo 
mostram que animais diabéticos apresentam um comportamento do tipo ansioso 
e do tipo depressivo mais expressivo (GAMBETA et al., 2017; SIBA et al., 2017). 
Assim, essa redução na atividade locomotora pode ser relacionada 
preferencialmente com a redução na atividade exploratória ao invés de 
representar um déficit locomotor.  
No geral, o CBD exerce seus efeito terapêuticos em condições 
patológicas devido ao seu vasto espectro de alvos moleculares. Embora os 




fitocanabinoide, estudos tem reportado que o CBD pode indiretamente induzir a 
ativação de receptores CB1 e CB2 através da inibição da amida hidrolase de 
ácidos graxos (FAAH) e redução da recaptação de AEA, aumentando o tônus 
desse endocanabinoide (WATANABE et al., 1998; LEWEKE et al., 2012; 
MCPARTLAND et al., 2015). Em estudos prévios, o CBD mostrou aliviar as 
manifestações dolorosas em diferentes modelos de dor neuropática, um efeito 
não mediado por receptores canabinoides. No trabalho de Ward e colaboradores 
(2014) o pré-tratamento por via intraperitoneal com antagonistas CB1 
(SR141716) e CB2 (SR144528) não alterou o efeito preventivo de CBD no 
desenvolvimento de alodinia mecânica induzida pela injeção do quimioterápico 
paclitaxel. Da mesma forma, no trabalho de Casey e colaboradores (2017), o 
pré-tratamento por via subcutânea com antagonistas CB1 (AM281) e CB2 
(AM630) não bloqueou o efeito do CBD em reduzir a alodinia mecânica em 
camundongos com contrição do nervo ciático. O presente estudo mostrou que o 
efeito antialodínico do CBD em animais diabéticos não foi bloqueado pelo pré-
tratamento com os antagonistas AM251 e AM630, o que corrobora estudos em 
outros modelos de dor neuropática. Além disso, nenhum dos antagonistas 
sozinho exacerbou a sensibilidade mecânica em animais diabéticos (WARD et 
al., 2014; CASEY et al., 2017).  
Apesar de a ativação de receptores CB1 por agonistas exercer efeitos 
benéficos na neuropatia diabética, como previamente evidenciado pelo nosso 
grupo (SCHREIBER et al., 2012), muitos autores já pontuaram um papel 
importante desse receptor no desenvolvimento de disfunções no diabetes 
(HORVÁTH et al., 2012) como o aumento na concentração de receptores CB1 
em tecido renal de animais diabéticos e a implicação desse receptor em 
complicações cardiovasculares (RAJESH et al., 2012). Além disso, uma redução 
da expressão desse receptor pode contribuir para o processo neurodegenerativo 
observado na neuropatia diabética (ZHANG et al., 2007). Da mesma forma que 
o modelo de diabetes induzido por STZ já mostrou induzir uma redução na 
expressão de receptores CB2 no gânglio da raiz dorsal, enquanto um aumento 
foi encontrado no cordão espinhal de camundongos diabéticos (CASTANY et al., 
2016). A ativação desses receptores tem um papel importante tanto no 




sugere um papel modulatório e não somente analgésico (WOODHAMS et al., 
2015). 
Receptores de glicina, que fazem parte da transmissão inibitória rápida 
coordenada pela própria glicina, tem sido descritos como alvos do CBD. Nesse 
sentido,  estudos mostram que o CBD modula alostericamente de forma positiva 
mais de um tipo de receptor de glicina (AHRENS et al., 2009; XIONG et al., 
2012). Estudos mostraram que atuando em receptores de glicina, o CBD 
produziu um efeito analgésico em modelos tanto de dor inflamatória, quanto de 
dor neuropática. Esse efeito foi atribuído a interação do CBD com um segmento 
S296 em um dos domínios transmembrana de receptores α3 de glicina. O 
mesmo segmento foi previamente descrito como um sítio de ligação para o 
efeito analgésico do THC através da potenciação de receptores α1 e α3 de 
glicina (XIONG et al., 2011; XIONG et al., 2012). Nossos resultados  mostram 
que a injeção intratecal de estricnina, um antagonista competitivo de receptores 
de glicina, 10 min antes do tratamento com CBD (3 mg/Kg) não alterou o efeito 
antialodínico sobre a alodinia mecânica em ratos diabéticos. Além disso, o 
tratamento com antagonista de receptores de glicina sozinho não alterou a 
sensibilidade mecânica de animais diabéticos. Curiosamente, o conteúdo 
espinhal de glicina já foi reportado como reduzido em animais diabéticos 
induzidos por STZ. Da mesma forma, foi observado uma redução significativa na 
frequência de correntes pós-sinápticas em miniatura mediadas por glicina em 
neurônios do corno dorsal de animais diabéticos 28 dias após a indução do 
diabetes (CHIU et al., 2016). Juntos, esses resultados mostram que o estado 
diabético pode danificar o controle inibitório feito por glicina no cordão espinhal e 
isso pode contribuir para a ausência de envolvimento dos receptores de glicina 
no efeito do CBD na dor neuropática diabética. 
O CBD tem mostrado efeitos terapêuticos em distúrbios neurológicos, 
mostrando efeitos antidepressivo, ansiolítico e efeitos positivos em déficit 
cognitivo. O receptor serotoninérgico 5-HT1A, descrito como outro alvo molecular 
para o CBD, parece estar envolvido de forma importante nestes efeitos uma vez 
que muitos deles são bloqueados por antagonistas 5-HT1A (CAMPOS E 
GUIMARÃES, 2008; EL-ALFY et al., 2010; LINGE et al., 2016). Estudos in vitro 
já reportaram que o CBD pode exercer ação agonista em receptores 5-HT1A, o 




receptor que é acoplado a proteína G, e isso ocorre da mesma forma que é 
desencadeada pela ligação de 5-HT. O CBD também foi capaz de reduzir a as 
concetrações de AMP cíclico (RUSSO et al., 2005). Um estudo de Banerjee e 
colaboradores também já mostrou que o CBD, e também outros canabinoides, 
podem atuar na inibição da recaptação de neurotransmissores como a 5-HT no 
cérebro de ratos (BANERJEE et al., 1975). Essas ações do CBD podem ter 
efeito direto sobre a facilitação serotonérgica e transmissão envolvendo esses 
receptores (CAMPOS et al., 2013). Considerando o CBD e sua ação agonista 
em receptores 5-HT1A e de inibição da recaptação de 5-HT, um estudo revelou 
um efeito neuroprotetor do CBD na alodinia mecânica, um efeito supostamente 
mediado pela ativação de receptores 5-HT1A, já que o pré-tratamento com um 
antagonista 5-HT1A (WAY100635) bloqueou o efeito neuroprotetor do CBD 
nesse modelo de dor neuropática (WARD et al., 2014). Nosso estudo mostra 
que um antagonista não seletivo de receptores de serotonina, metisergida (30 
μg/20 μL), injetado por via i.t. 10 min antes do tratamento com CBD (3 mg/Kg) 
não bloqueou o efeito antialodínico do CBD em animais diabéticos. No entanto, 
esse efeito foi bloqueado quando um antagonista seletivo de receptores 5-HT1A, 
o WAY100135 (3 μg/20 μL), foi injetado por via i.t. 10 min antes do tratamento 
com CBD. Esses resultados sugerem um potencial envolvimento direto do 
receptor 5-HT1A no efeito antialodínico do CBD na dor neuropática diabética. 
Esses dados de certa forma contraditórios com relação ao efeitos dos dois 
agonistas podem ser relacionados a capacidade da metisergida em antagonizar 
e também atuar como agonista de alguns subtipos de receptores 5-HT1, com 
menor afinidade comparada a receptores 5-HT2, que foram atribuídos ao efeito 
desse antagonista na migrânea (SILBERSTEIN, 1998; DAHLÖF E MAASSEN 
VAN DEN BRINK, 2012). 
De acordo com outros estudos, receptores 5-HT1A, que mostram um perfil 
antinociceptivo, podem ser encontrados em diferentes regiões do sistema 
nervoso de ratos, desde o núcleo da rafe e hipocampo até o corno dorsal da 
medula (MARLIER et al., 1991; LANFUMEY E HAMON, 2004). Os receptores 5-
HT1A são receptores acoplados a proteína G, e à nível supraespinhal podem 
exercer um papel regulatório no controle da liberação de 5-HT para áreas de 
projeção como o cordão espinhal. Em nível supraespinhal esses receptores 




enquanto que no cordão espinhal esses receptores estão localizados na 
membrana pós-sináptica e fazem parte da via descendente serotonérgica. A 
exposição a agonistas a nível supraespinhal leva a um controle inibitório 
reduzido da liberação de 5-HT, ou seja, um aumento da liberação de 5-HT, 
aumentando a sinalização em receptores pós-sinápticos, o que contribui para o 
efeito antinociceptivo de agonistas 5-HT1A (COLPAERT et al., 2004; LANFUMEY 
E HAMON, 2004; COLPAERT et al., 2006; BARDIN, 2011). De fato, agonistas 
foram capazes de induzir efeito antinociceptivo após a injeção de formalina 
apenas em camundongos knockout que tinham autoreceptores altamente 
dessensibilizados (FABRE et al., 2000). A respeito dos efeitos em modelos de 
dor crônica, a infusão subcutânea por 14 dias de agonistas 5-HT1A foi capaz de 
inibir ambos os fenômenos de hiperalgesia e alodinia (COLPAERT et al., 2002; 
WU et al., 2003). Paradoxalmente, a injeção intratecal de agonistas 5-HT1A já 
mostrou reduzir a analgesia feita pelo tratamento sistêmico com morfina, 
enquanto que o antagonista 5-HT1A (WAY100635) potencializou a analgesia a 
morfina (BARDIN E COLPAERT, 2004). Em conjunto, esses dados evidenciam a 
participação importante e complexa de receptores 5-HT1A no circuito de 
modulação descendente da dor. 
No próximo conjunto de experimentos, procuramos investigar um possível 
efeito cumulativo do CBD após tratamento repetido. De forma interessante, o 
tratamento diário com CBD (0,3 e 3 mg/Kg, i.p.) durante 14 dias (começando 14 
dias após a indução do diabetes) induziu uma atenuação sustentada da alodinia 
mecânica em ratos diabéticos. O limiar mecânico desses animais diabéticos 
tratados diariamente com CBD não foi diferente do grupo de animais 
normoglicêmicos um dia após a última injeção de CBD.  Esse é também uma 
das maiores contribuições do nosso estudo, considerando que o CBD produziu 
um reestabelecimento do limiar mecânico uma vez reduzido pela injeção de 
STZ. 
O tratamento repetido com CBD (0,1, 0,3 ou 3 mg/Kg) não alterou o peso 
corporal e os níveis séricos de glicose em animais diabéticos, quando em 
comparação aos animais diabéticos que foram tratados com veiculo. Esses 
dados estão de acordo com estudos recentes que mostram que o tratamento 
com CBD não altera padrões como ganho de peso e ingesta de alimentos em 




Jadoon e colaboradores (2016) indicou que o tratamento com CBD não alterou 
os níveis de glicose em pacientes com diabetes tipo 2. No entanto, em um 
estudo utilizando um regioisômero do CBD, com efeito vasodilatador em um 
modelo de cardiopatia em ratos com diabetes induzido por STZ, foi demonstrado 
que este composto não alterou significativamente os níveis de glicose sanguínea 
(MATOUK et al., 2018).  Além disso, um estudo anterior do nosso grupo mostrou 
que o tratamento agudo sistêmico com AEA não altera os níveis glicêmicos em 
animais com diabetes induzido por STZ (DE MORAIS et al., 2016). Esses dados 
sugerem que o tratamento com CBD induz um efeito antialodínico na neuropatia 
diabética, sem que padrões característicos do estado diabético sejam alterados.  
A analgesia induzida pelo tratamento sistêmico com CBD parece envolver 
vias descendentes, considerando que estudos reportaram que após lesão do 
cordão espinhal ou funículo dorsolateral, a analgesia produzida por CBD foi 
significativamente reduzida (LICHTMAN E MARTIN, 1991; SEYREK et al., 
2010). As vias serotonérgica e noradrenérgica são componentes importantes do 
mecanismo descendente modulatório da dor. Terminais serotonérgicos e 
noradrenérgicos estão localizados em áreas importantes do corno dorsal e 
fazem sinapse com interneurônios, neurônios de projeção e aferentes primários. 
Ativação desses sítios por estimulação elétrica geralmente elícita analgesia 
(YOSHIMURA E FURUE, 2006). Corroborando um envolvimento das vias 
descendentes modulatórias na neuropatia periférica diabética, antidepressivos 
que atuam na inibição da recaptação de 5-HT e NE são utilizados como primeira 
linha no tratamento dessa condição (SCHREIBER et al., 2015). Assim, como foi 
observado nesse estudo, um papel importante de receptores serotonérgicos no 
efeito antialodínico agudo do CBD, o próximo conjunto de experimentos visou 
quantificar níveis de 5-TH e seu metabólito 5-HIAA no cordão espinhal de 
animais tratados repetidamente durante 14 dias com CBD. Nossos resultados 
pontuam uma redução significativa no conteúdo de 5-HT em animais diabéticos, 
o que pode estar associado com o desenvolvimento de alodinia mecânica. 
Estudos anteriores, no entanto, reportaram resultados inconsistentes a respeito 
dos níveis de 5-HT e de seus receptores no sistema nervoso de ratos diabéticos 
tratados com STZ. Sandrini e colaboradores (1997), mostraram que animais 
diabéticos desenvolvem uma redução significativa no conteúdo de 5-HT no 




tratamento com STZ. Esse estudo também mostrou que a densidade de 
receptores 5-HT1A foi aumentada no córtex e tronco cerebral. O trabalho de 
Shimazoe e colaboradores (2000) mostrou que o tratamento com STZ não 
alterou o conteúdo de 5-HT em tecidos de regiões do cérebro, apesar de seu 
metabólito (5-HIAA) ter sido reduzido em regiões como córtex, hipotálamo e 
hipocampo. Morgado e colaboradores (2011) mostraram que animais com 
diabetes induzido por STZ desenvolveram hiperalgesia mecânica, níveis 
aumentados de 5-HT a nível espinhal avaliado através do ensaio de 
imunoabsorção enzimática (ELISA) e um aumento de 5-HT em neurônios do 
RVM, evidenciado pela expressão da enzima triptofano hidroxilase, avaliados 4 
semanas após a indução do diabetes (SANDRINI et al., 1997; SHIMAZOE et al., 
2000; MORGADO et al., 2011).  
Considerando o efeito do CBD sobre o conteúdo de 5-HT no cordão 
espinhal, nosso estudo observou que apenas animais tratados com CBD na 
dose de 0,3 mg/kg tiveram um aumento significativo nos níveis de 5-HT, e 
consequentemente uma razão [5-HIAA] / [5-HT] reduzida, quando comparados 
aos animais diabéticos tratados com veículo. De fato, canabinoides já mostraram 
produzir um aumento nos níveis de 5-HT no sistema nervoso de ratos 
(AVRAHAM et al., 2011). O THC, por exemplo, mostrou induzir um aumento no 
conteúdo de 5-HT após injeção sistêmica e intracerebral (HOLTZMAN et al., 
1969; EGASHIRA et al., 2002). Esse resultado é de alguma forma 
surpreendente já que o tratamento com CBD nas doses de 0,3 e 3 mg/Kg 
induziu um efeito antialodínico contínuo de igual significância. Portanto, é 
possível inferir que o efeito antinociceptivo do CBD não parece ser totalmente 
dependente da restauração dos níveis de 5-HT, mas de alguma forma envolve a 
ativação de receptores 5-HT1A. Com relação aos níveis de 5-HIAA no cordão 
espinhal, nenhuma diferença foi observada entre os animais normoglicêmicos e 
animais diabéticos tratados com veículo. No entanto, animais diabéticos tratados 
com a maior dose de CBD (3 mg/Kg) exibiram um aumento significativo desse 
metabólito, sugerindo um aumento no metabolismo, uma hipótese corroborada 
pelo aumento da razão [5-HIAA] / [5-HT] nesse mesmo grupo experimental 
(FIGURA 6, painéis C e D). Isso pode explicar o porque de nenhum aumento 
significativo dessa monoamina ter sido detectado em amostras do cordão 




antinociceptivo da maior dose de CBD (3 mg/Kg) após tratamento repetido 
continuam não esclarecidos. No entanto, a diversidade de alvos moleculares 
ativadas por esse fitocanabinoide e a possibilidade de alterações 
neuroadaptativas após o tratamento repetido, nos levam a acreditar que de 
alguma forma os mecanismo envolvidos na analgesia associada a esta 


















Em resumo, nossos resultados demonstraram pela primeira vez que o 
CBD exerce ambos efeitos agudo e cumulativo em um modelo de dor 
neuropática induzida pelo diabetes em ratos. Além disso, o efeito agudo desse 
constituinte não psicoativo da Cannabis na dor neuropática diabética não induziu 
déficit locomotor, e não parece ser mediado por uma ação direta em receptores 
canabinoides ou receptores de glicina. Em contraste, os resultados desse estudo 
demonstram especificamente que os receptores 5-HT1A estão potencialmente 
envolvidos no efeito do CBD, já que a injeção de um antagonista seletivo de 
receptores 5-HT1A, WAY100135, foi capaz de bloquear o efeito antialodínico do 
CBD. Ademais, animais diabéticos mostraram uma redução no conteúdo 
espinhal de 5-HT, o que foi significativamente restabelecido por CBD. Juntos, 
nossos dados corroboram a indicação do CBD como um alternativa na 
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Background and Purpose: 
Most diabetic patients describe moderate to severe pain symptoms  whose 
pharmacological treatment is palliative and poorly effective. Cannabidiol (CBD) 
has shown promising results in painful conditions. Then, we aimed to investigate 
the potential antinociceptive effect of CBD over the mechanical allodynia in 
streptozotocin-induced diabetic (DBT) rats, as well as its involved mechanisms.  
Experimental Approach:  
Wistar adult male diabetic rats were treated acutely or sub-chronically (during 14 
days) with CBD (0.1, 0.3 or 3 mg·kg-1, intraperitoneal; i.p.) and had their 
mechanical threshold assessed using the electronic Von Frey.  
Key Results: 
Acute treatment with CBD (at doses of 0.3 and 3 mg·kg-1) exerted a significant 
anti-allodynic effect, which is not associated with changes in the locomotor 
activity. The antinociceptive effect of CBD (3 mg·kg-1) was not altered by the pre-
treatment with CB1 or CB2 receptor antagonists (AM251 and AM630; 
respectively), glycine receptor antagonist (strychnine hydrochloride), nor by the 
non-selective serotonin receptor antagonist (methysergide). However, this effect 
was completely prevented by the pre-treatment with the selective 5-HT1A receptor 
antagonist WAY 100135. Sub-chronic treatment with CBD (0.3 or 3 mg·kg-1) 
induced a sustained attenuation of the mechanical allodynia in DBT rats. DBT 
rats presented significantly lower spinal cord levels of serotonin, which was 
prevented by the daily treatment with CBD (0.3 mg·kg-1).  
Conclusions and Implications: 
Taken together, our data suggest that CBD may be effective in the treatment of 
painful diabetic neuropathy and this effect seems to be potentially mediated by 
the serotonergic system activation through 5-HT1A receptors. 
 







• Cannabidiol exerts significant anti-allodynic effect in diabetic neuropathic 
pain. 
• Cannabidiol does not alter locomotor activity in diabetic animals. 
• 5-HT1A receptors mediate the effect of cannabidiol in diabetic neuropathic 
pain.  
• Cannabidiol may induce an increase of spinal cord levels of serotonin in 
diabetic rats.  
 
 







Peripheral diabetic neuropathy (PDN) is considered one of the most 
common complications of diabetes (Dermanovic Dobrota et al., 2014) affecting 
about 50% of both type 1 and type 2 diabetic patients with neuropathy (see 
Schreiber et al., 2015; Zeng et al., 2017 for review), depending on the diagnostic 
criteria. In the early course of PDN, patients experience positive symptoms, being 
neuropathic pain the symptom that most significantly affects patients’ quality of 
life, reducing performance in daily abilities (Schreiber et al., 2015).  
Approximately 30% of diabetic patients develop painful neuropathy, which 
is characterized by a range of debilitating sensations such as electric shock, 
tingling and burning (Pruitt et al., 2017). The mechanisms involved in the 
establishment of these sensory disturbances are not completely understood. 
Thus, the current pharmacological treatments are only palliative and include 
different classes of drugs, such as antidepressants, antiepileptic or opioids. Even 
after these therapeutic approaches, less than one third of patients reach 50% of 
pain recover or remission, which represents a challenge in clinical practice 
(Javed et al., 2015). Thus,  there is a high demand for novel therapeutic 
compounds for the management of this important clinical condition. 
 In this sense,  it has known that the most abundant phytocannabinoids 
found in the Cannabis plant, the Δ9 tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol 
(CBD) have been used to treat painful conditions since ancient history. Differently 
from THC, CBD lacks psychotomimetic activity and does not seem to exert direct 
biological activity on the CB1 or CB2 cannabinoid receptors even in high 
concentrations (Kim and Fishman, 2017).  
CBD has also shown to produce therapeutic effect in different conditions 
such as inflammation, oxidative stress,  nerve loss and degeneration. These 
effects are due to the wide spectrum of targets that CBD acts on (see Zuardi, 
2008 for review). CBD also exerts promising analgesic effects in different models 
of inflammatory and chronic pain. For instance, CBD has been associated to a 
desensitization of the transient receptors potential vanilloid 1 (TRPV1) to the 
capsaicin, which may partially explain its anti-inflammatory effect (Bisogno et al., 
2001). CBD also restores the mechanical threshold in models of chemotherapy-




was partially blocked by a serotonin receptor 5-HT1A antagonist (Ward et al., 
2014). In a model of neuropathic pain induced by chronic constriction nerve 
injury, both THC and CBD induced antinociceptive effect,  being THC the only 
one related to the side effects development (Casey et al., 2017). Moreover, CBD 
has also been associated with the suppression of spinal nerve ligation-induced 
neuropathic and Freund's Complete Adjuvant-induced inflammatory pain. This 
antinociceptive effect occurred through interaction with a specific binding site at 
α3 glycinergic receptors, without showing common side effects associated with 
the cannabinoids use (Xiong et al., 2012).  
 Although previous studies have already demonstrated the effectiveness of 
CBD in inhibiting sensory manifestations associated with different types of pain, 
an important neuroprotective effect (El-Remessy et al., 2006, Campos et al., 
2016) and its efficacy in some complications of diabetes, such as retinopathy (El-
Remessy et al., 2010), little is known about its effect on diabetic neuropathic 
pain.   
Thus, the present study aimed to investigate the potential antinociceptive 
effect of CBD on the mechanical allodynia in streptozotocin-induced diabetic rats, 





Three hundred and one male Wistar rats, provided by the Federal 
University of Parana colony, weighing between 180 and 220 g, were placed in 
plastic cages (41 x 32 x 16.5 cm-1) and maintained in standard conditions of 
environment with appropriate temperature (21 ± 2 ºC) and illumination cycle (12 
h/12 h light/dark) with water and food ad libitum. Ethical guidelines for 
investigation of experimental pain in conscious animals were followed and  all 
protocols were previously approved by the Federal University of Parana 
Institutional Committee for the Ethical Use of Animals (CEUA/BIO-UFPR; 
authorization #1007). This study was performed in accordance with the ethical 
guidelines of Brazilian legislation on animal welfare following the ARRIVE 








2.2. Drugs and Solutions 
Streptozotocin (STZ) from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, 
California, USA) and sodium citrate from Merck S.A. Indústrias Farmacêuticas 
(Brazil) were used. Cannabidiol (CBD) 99,6 % pure (without any other 
cannabinoid) was kindly supplied by BSPG-Pharm, Sandwich, United Kingdom. 
AM251 (CB1 receptor antagonist) and AM630 (CB2 receptor antagonist) were 
purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). 
Methysergide maleate salt (MTS, 5-HT1B/D, 5-HT2 and 5-HT7-receptors 
antagonist) and strychnine hydrochloride (STRYCH, glycine receptor antagonist) 
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). (S)-WAY 100135 
(serotonin receptor 5-HT1A antagonist) was purchased from Tocris Bioscience 
(Bristol, UK). CBD was freshly diluted with 0.9 % NaCl plus 2 % tween 80. 
AM251 and AM630 were diluted in a solution 1:1:18 of dimethyl sulfoxide, tween 
80 and saline. MTS and STRYCH were freshly diluted in saline. (S)-WAY 100135 
was diluted in heated saline (at 60 ºC). 
 
2.3. Diabetes induction  
After an overnight fast, diabetes was induced by a single intraperitoneal 
(i.p.) injection of streptozotocin (STZ) at the dose of 60 mg·kg-1, freshly diluted in 
citrate buffer (10 mM, pH 4.5). Hyperglycemia was confirmed 3 days after STZ 
administration and again at the end of the study. Blood samples of about 5 µL, 
obtained by pricking the tail, were added in test strips containing oxidase 
glucose. Only animals with non-fasting blood glucose levels ≥ 15 mM were 
included in the diabetic group and proceeded in the study. A control group 
(normoglycemic group) received an equivalent volume injection of citrate buffer 
(10 mM, pH 4.5).  
 
2.4. Mechanical Threshold   
Mechanical threshold was assessed before and at different times after 
induction of diabetes using the electronic von Frey equipment (Insight 




acclimation of 15 min in acrylic cages (12 × 20 × 17 cm) with a wire-grid floor (5 
mm2), the stimulus of increasing pressure was applied to the hind paws and 
ceased when the animal showed paw withdrawal. The pressure responsible for 
the withdrawal was defined as the mechanical threshold of the animal and 
calculated as the average of 3 measurements taken (Yamamoto et al., 2009).  
 
2.5. Open Field 
The locomotor activity after single injection of CBD (0, 0.1, 0.3 or 3 mg·kg-
1, i.p.) was assessed in the open field test as previously described (Santiago et 
al., 2010). Briefly, the open field used was a rectangular arena (50 x 40 x 63 cm) 
with the floor divided by lines into nine squares. One hour after the vehicle or 
CBD treatment (peak of the antinociceptive effect), rats were placed individually 
in the center of the open-field and locomotion (number of squares crossed) was 
video recorded and then counted manually for 5 min. A crossed square was only 
counted when the rat placed its forepaws in the next square and moved forward. 
The number of squares crossed in the test was used as an index of locomotor 
activity.   
 
2.6. Experimental Protocols 
 All behavioral experiments were conducted by an experimenter blind to 
treatments but not blind to the diabetic condition since diabetic animals exhibit 
typical physiological changes such as polyuria, polyphagia, polydipsia and weight 
gain reduction. 
In the first set of experiments, mechanical threshold was assessed before 
and 28 days after diabetes induction. On day 28 after diabetes induction, diabetic 
animals received a single i.p. injection of CBD (at doses of 0.1, 0.3 or 3 mg·kg-1; 
based on previous studies from our group; Genaro et al., 2017). Mechanical 
threshold was then reevaluated hourly, during four hours after CBD treatment, 
starting at the first hour after treatment.  
The second set of experiments aimed to evaluate the mechanisms 
involved in the acute antinociceptive effect of CBD. Diabetes was induced as 
previously described. Diabetic animals had their mechanical threshold assessed 
28 days after diabetes induction, and then, received an intraperitoneal injection of 




dose of 1 mg·kg-1(Hill and Gorzalka, 2005; De Morais et al., 2016). Twenty 
minutes after, the experimental groups were treated with CBD (3 mg·kg-1, i.p.) 
and the mechanical threshold was evaluated again each hour until the fourth 
hour after CBD treatment. Given the ubiquitous  expression of cannabinoid 
receptors in the nociceptive pathways (Freundt-Revilla et al., 2017), the 
cannabinoid receptor antagonists were systemically administered.  
Considering the importance of the serotonin or glycine spinal receptors for 
pain modulation, the serotonergic or glycine receptor antagonists were 
intrathecally (i.t.) administered. For this, after a mechanical threshold assessment 
on day 28 after STZ injection, independent groups of diabetic animals were 
dorsally positioned under light anesthesia (4% halothane). A 1-inch, 25-G needle 
was transcutaneously introduced at the L5-L6 level into the subarachnoid space 
as previously described by Pereira et al., (2017). A quick lateral movement of the 
tail was taken as indicative that the needle entered the subarachnoid space. 
Then, STRYCH (10 μg·20 μL-1), MTS (30 μg·20 μL-1) or WAY (3 μg·20 μL-1) was 
injected 10 min before CBD treatment (3 mg·kg-1, i.p.) and mechanical threshold 
was reassessed hourly during four hours. The doses of STRYCH, MTS and WAY 
were selected from the literature (Wei e Pertovaara, 2006; Saadé et al., 2012; 
Zhang et al., 2013). The effect of i.t. treatment with the antagonists alone was 
tested in independent experimental groups.     
The effect of a more sustained treatment with CBD was evaluated in 
another set of experiments. Animals had their mechanical threshold evaluated 
before and 14 days after STZ injection. After mechanical threshold evaluation on 
the 14th day, an intraperitoneal treatment with CBD (0.1, 0.3 or 3 mg·kg-1) was 
started and maintained during the following 14 days. The mechanical threshold 
was assessed again once a week (at the 21st and 28th day after STZ injection; 
just before the daily treatment with CBD). At the end of the experiment, all 
animals were euthanized by anesthetic overdose and lumbar samples of the 
spinal cord (L4-L6) were dissected for serotonin (5-HT) and its metabolite 5-
hidroxyindole acetic acid (5-HIAA) quantification using high-performance liquid 
chromatography (HPLC). 
 
2.7. Determination of Serotonin and 5HIAA levels in spinal cord by HPLC. 




normoglycemic and diabetic animals treated with CBD (0.1, 0.3 or mg·kg-1) or 
vehicle during 14 days were evaluated by HPLC as described previously (Da 
Silva Dias et al., 2015). Briefly, samples were weighted and homogenized in 800 
μL of extraction solution (0.05 M perchloric acid), centrifuged at 15,000 x g for 20 
min at 6ºC and stored at -70ºC for further analysis. Supernatants were submitted 
to fast isocratic separation through a C18 HPLC reversed-phase column system 
(C18, ODS, 3 m, 150 mm x 2.0 mm column; linked to a New-Guard Cartridge 
Column, KJ0-4282; both from Phenomenex, Torrance, CA, USA). The HPLC 
consisted of a BAS Epsilon electrochemical detector with a glass-carbon 
electrode and a pump (PM-92e). The potential was set at 650 mV (compared 
with the Ag–AgCl reference electrode). The mobile phase consisted of 50 mM 
NaH2PO4, 0.1 mM Na2–EDTA, 0.5mM n-octyl sodium sulfate, 10% methanol 
(pH 5.5) and was filtered and pumped through the system at a flow rate of 140 
L·min-1. The injection volume was 10 L. This set-up allowed the analysis of 
serotonin (5-HT) and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) levels in each dialysate 
sample in a run that lasted approximately 30 min. All substances were quantified 
by comparing the peak areas to standard curves. 
 
2.8. Statistical analysis  
All behavioral data are presented by mean plus standard error of mean 
(SEM) for 5-13 animals per group. This difference in the number of animals in the 
experimental groups is associated with eventual deaths during the experiment 
period or the reversal of the diabetic state after four weeks. The data spinal cord 
levels of 5-HT or 5-HIAA, the ratio [5-HIAA] / [5-HT] and the open field test data 
were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Two-way ANOVA with 
repeated measures was used for mechanical threshold evaluation (all 
treatments). The independent factors used were treatment and time. When 
appropriate, the post-hoc analysis of Bonferroni was applied. The level of 
significance was established as p < 0.05. All the tests were carried out using the 







3.1. CBD exerts acute anti-allodynic effect without altering the locomotor 
activity in diabetic rats 
 As shown in the Figure 1A, all diabetic groups showed a reduced 
mechanical threshold 28 days after diabetes induction (STZ groups), when 
compared to the normoglycemic control group (VEH + VEH), indicating the 
development of mechanical allodynia. Two-way ANOVA with repeated measures 
revealed significant main effects of treatment [F (4, 34) = 38.01; p<0.0001], time [F 
(5, 170) = 57.18; p<0.0001] and also interaction [F (20, 170) = 6.92; p<0.0001]. 
Bonferroni’s multiple comparison tests indicated that single i.p. injection of CBD 3 
mg·kg-1 (STZ + CBD 3) exerts an anti-allodynic effect in diabetic rats for two 
hours after treatment. The dose of 0.3 mg·kg-1 (STZ + CBD 0.3) of CBD showed 
effect only one hour after treatment and no effect was found after the injection of 
the CBD at a dose of 0.1 mg·kg-1 in diabetic animals (STZ + CBD 0.1) during the 
time course of the experiment. The normoglycemic control group (VEH + VEH) 
did not show differences in the mechanical threshold throughout the experiment.  
 To test whether the antinociceptive effect of CBD was related to a 
potential locomotor impairment, vehicle-treated normoglycemic rats and vehicle 
or CBD-treated diabetic animals were evaluated in the open field test one hour 
after the respective treatments (Figure 1B), which represented the peak of the 
antinociceptive effect of CBD in diabetic animals. One-way ANOVA did not reveal 
any significant effect of treatment [F (4, 46) = 1.988; p=0.1121].  
The acute treatment with CBD (any tested dose) did not significantly 
change neither the glycemic levels nor the body weight gain of diabetic rats when 
compared to vehicle-treated diabetic rats (supplementary material, table 1).   
 
3.2. CBD anti-allodynic effect is not dependent on CB1 and CB2 receptor 
direct activation. 
When compared to the control group (VEH + VEH), diabetic animals (STZ 
groups) displayed a reduced mechanical threshold 28 days after diabetes 
induction, as shown in Figure 2A and 2B. Diabetic groups were treated with 
vehicle or the cannabinoid CB1 and CB2 receptors antagonists, AM251 or AM630 
(1 mg·kg-1), respectively, 20 min before vehicle or CBD (at a dose of 3 mg·kg-1; 
the efficient anti-allodynic dose observed in the experiment 1). Mechanical 




As shown in the figure 2A, two-way ANOVA with repeated measures 
showed significant main effects of treatment [F (4, 234) = 63.12; p<0.0001], time [F 
(5, 234) = 31.55; p<0.0001], and also interaction [F (20, 234) = 5.232; p<0.0001]. 
Bonferroni’s multiple comparison tests indicated that treatment with AM251 did 
not block the anti-allodynic effect provided by CBD one hour after treatment 
(Figure 2A.).  
Considering the effect of the CB2 receptor antagonist (Figure 2B), two-
way ANOVA with repeated measures revealed significant main effects of 
treatment [F (4, 39) = 36.81; p<0.0001], time [F (5, 195) = 44.42, p<0.0001] and 
interaction [F (20, 195) = 6.515; p<0.001]. The post-hoc test showed that the pre-
treatment with AM630 did not block the anti-allodynic effect of CBD one hour 
after treatment (Figure 2B).  
As observed previously, neither the treatment with vehicle plus CBD nor 
AM251 or AM630 plus CBD significantly changed the glycemic levels or the body 
weight gain of diabetic rats when compared to vehicle-treated diabetic rats (Table 
1, supplementary material).   
 
3.3. CBD anti-allodynic effect is not blocked by a competitive glycine 
receptor antagonist. 
 To evaluate a potential involvement of glycine receptors on the anti-
allodynic effect of CBD, 28 days after diabetes induction, animals received a 
single i.t. injection of vehicle or STRYCH (10 μg·20 μL-1) 10 min prior to vehicle 
or CBD (3 mg·kg-1, i.p.). Mechanical threshold was assessed again hourly during 
4 hours after CBD treatment. Two-way ANOVA with repeated measures 
evidenced main effects of treatment [F (4,240) = 62.28; p<0.0001], time [F (5, 240) = 
31.84; p<0.0001] and also interaction [F (20, 240) = 4.73; p<0.0001].  Bonferroni’s 
multiple comparison tests showed that i.t. injection of STRYCH did not block the 
anti-allodynic effect of CBD established one hour after treatment (Figure 3). 
Neither the treatment with vehicle plus CBD nor STRYCH plus CBD 
significantly altered the glycemic levels or the body weight gain of diabetic rats 
when compared to vehicle-treated diabetic rats (Table 1, supplementary 
material).   
 




 Diabetic animals were tested 28 days after diabetes induction to evaluate 
the involvement of serotonin receptors over the antinociceptive effect of CBD. For 
this, animals received i.t. injection of the vehicle or non selective serotonin 
receptor antagonist, MTS (30 μg·20 μL-1) 10 min prior to vehicle or CBD 
treatment. Mechanical threshold was reevaluated hourly, during four hours after 
CBD injection. Two-way ANOVA with repeated measures showed significant 
effects of treatment [F (4, 39) = 39.05; p<0.0001], time [F (5, 195) = 45.73; p<0.0001] 
and interaction [F (20, 195) = 6.78; p<0.0001]. Bonferroni’s multiple comparison 
tests showed that MTS did not block the anti-allodynic effect of CBD exerted one 
hour after injection (Figure 4A.).  
In the next set of experiments, a more selective 5-HT1A receptor 
antagonist was tested. Diabetic animals, received an i.t. injection of vehicle or 
WAY (3 μg·20 μL-1) 10 min before the vehicle or CBD treatment, and their 
mechanical threshold was assessed again hourly after CBD treatment. Two-way 
ANOVA with repeated measures showed significant effects of treatment [F (4, 234) 
= 65.54; p<0.0001], time [F (5, 234) = 37.76; p<0.0001] and interaction [F (20, 234) = 
5.31; p<0.0001]. Nevertheless, Bonferroni’s multiple comparison tests showed 
that pretreatment with the selective 5-HT1A antagonist, WAY100135 completely 
prevented the antinociceptive effect of CBD (Figure 4B.).  
Neither the treatment with vehicle plus CBD nor MTS or WAY100135 plus 
CBD significantly changed the glycemic levels or the body weight gain of diabetic 
rats when compared to vehicle-treated diabetic rats (Table 1, supplementary 
material).   
 
3.5. CBD exerts anti-allodynic effect after sustained treatment. 
Diabetic animals showed a reduced mechanical threshold since 14 days 
after diabetes induction when compared to the normoglycemic control group 
(VEH + VEH) as shown in Figure 5. A daily treatment with CBD (0.1, 0.3 and 3 
mg·kg-1) started on day 14. Mechanical threshold was reassessed on day 21 and 
again on day 28, twenty-four hours after the last CBD treatment.  
Two-way ANOVA with repeated measures showed significant effects of 
treatment [F (4, 48) = 28.26, p<0.0001], time [F (3, 144) = 46.95, p<0.0001] and 
interaction [F (12, 144) = 7.61, p<0.0001]. Bonferroni’s multiple comparison tests 




able to produce an anti-allodynic effect in diabetic rats on day 21 and on day 28 
when compared to the vehicle-treated diabetic group (STZ + VEH; Figure 5A).  
The chronic treatment with CBD (any tested dose) did not significantly 
change neither the glycemic levels nor the body weight gain of diabetic rats when 
compared to vehicle-treated diabetic rats (Table 2, supplementary material).   
 
3.6. Repeated treatment with CBD significantly enhances the spinal levels 
of serotonin. 
Diabetic animals repeatedly treated with CBD (at the doses of 0.1, 0.3 and 
3 mg·kg-1 during 14 days) had their lumbar samples of the spinal cord (L4-L6) 
dissected and HPLC was performed to assess the 5-HT and 5-HIAA levels.  
Considering the spinal cord levels of 5-HT, one-way ANOVA showed a 
significant effect of treatment [F(4, 43) = 60.93; p<0.0001]. Bonferroni’s multiple 
comparison tests showed that diabetic animals have a significantly lower level of 
5-HT in the spinal cord when compared to normoglycemic control group (VEH + 
VEH). The repeated treatment with CBD (only at the dose of 0.3 mg·kg-1) 
induced a significant increase in the level of 5-HT content in the spinal cord in 
diabetic rats (Figure 5B). 
The levels of the 5-HT metabolite, the 5-HIAA were also evaluated as 
shown in the Figure 5C. One-way ANOVA showed significant effects of treatment 
in the 5-HIAA levels [F(4,43) = 6.992; p=0.0002]. Bonferroni’s multiple comparison 
tests showed that diabetic animals did not differ from normoglycemic rats 
considering the 5-HIAA spinal cord content. Only the diabetic rats treated with 
CBD (at a dose of 3 mg·kg-1) have a significant higher levels of spinal cord 
content of 5-HIAA when compared to vehicle-treated diabetic rats (STZ + VEH; 
Figure 5C).  
Next, the [5-HIAA] / [5-HT] ratio was calculated to estimate the 5-HT 
turnover. As observed in the Figure 5D, one-way ANOVA showed a significant 
effect of the treatment [F(4,43) = 65.02; p<0.0001]. Bonferroni’s multiple 
comparison tests showed that all diabetic animals, except the diabetic group 
treated with repeated doses of CBD 0.3 mg·kg-1 significantly differ from the 
normoglycemic control group in this parameter. The treatment with CBD at doses 
of 0.3 and 3 mg·kg-1 significantly alter the [5-HIAA] / [5-HT] ratio in diabetic rats 




significantly lower in diabetic group treated with 0.3 mg·kg-1 and significantly 
higher in diabetic rats treated with CBD at higher dose (3 mg·kg-1).    
 
4. DISCUSSION 
The present study demonstrated to our knowledge, for the first time that 
CBD exerts an antinociceptive effect over the mechanical allodynia associated to 
diabetic neuropathic pain in rats which does not seem to be dependent on 
activation of cannabinoid or glycine receptors but rather 5-HT1A receptors. Taking 
into account the unsatisfactory available therapeutic approaches to treat painful 
diabetic neuropathy, cannabinoids may represent a promising alternative for the 
treatment of refractory cases of chronic pain.  The effectiveness of 
endocannabinoids over chemical hyperalgesia induced by formalin has already 
been demonstrated in normoglycemic  (Guindon et al., 2006; 2007) or diabetic 
animals (Schreiber et al. 2012). In animal models of neuropathic pain induced by 
chronic constriction nerve injury or by chemotherapy, CBD alone or in 
combination with THC produced a pronounced anti-allodynic effect (Casey et al., 
2017; King et al., 2017). In the present study, CBD induced an antinociceptive 
effect over mechanical allodynia in STZ-diabetic rats which was transient peaking 
as early as 1 hour post injection, still apparent at 2 hours and absent at the third 
hour. Interestingly, drugs recommended for the treatment of neuropathic pain 
such as duloxetine, pregabalin and amitriptyline exhibit similar antinociceptive 
temporal profile to that of CBD in the STZ-induced diabetes model, i.e. effective 
up to 2 hours post-injection (Tripathi et al., 2016).  The antinociceptive effect of 
CBD seems not to be related to a locomotor impairment, since the treatment with 
CBD did not alter the number of crossings in the open field test. Interestingly, 
although both CDB and THC demonstrate beneficial effects in the inhibition of 
neuropathic pain, only THC has been associated with deleterious side effects 
such as motor incorordination, catalepsy and sedation (Casey et al., 2017). In our 
study, even the diabetic state did not significantly change the locomotor 
parameter, contrasting to previous studies that have observed a decrease of 
locomotor activity in diabetic animals (Haider et al., 2013; Redivo et al., 2016). 
These seemingly divergent data may be related to the established time of 
experimental diabetes, or to the reduction in exploratory activity associated with a 




animals (Siba et al., 2017; Gambeta et al., 2016).  
In general, CBD exerts its therapeutic effects in different pathological 
conditions due to its broad spectrum of molecular targets. Although the CB1 and 
CB2 receptors do not seem to be directly activated by CBD, studies have 
reported its in vitro antagonist action which seems to be related to the lack of 
psychomimetic activity (Pertwee et al., 2002; Thomas et al., 2007). However, 
CBD may be acting augmenting the endocannabinoid tone through fatty acid 
amide hydrolase (FAAH) inhibition (see Mcpartland et al., 2015 for review). The 
present study shows that the anti-allodynic effect of CBD in diabetic animals is 
not blocked by previous injection of cannabinoid receptor antagonists AM251 and 
AM630, consistent with studies in other models of neuropathic pain (Ward et al., 
2014; Casey et al., 2017). In addition, neither CB1 nor CB2 antagonist itself 
exacerbated mechanical sensitivity in diabetic animals.  
Glycine receptors, which make part of a fast inhibitory transmission, have 
also been described as targets of CBD. In this sense, previous studies have 
shown that CBD positively modulates allosterically more than one type of glycine 
receptor (Ahrens et al., 2009; Xiong et al., 2012), explaining its analgesic effect in 
inflammatory and also in neuropathic pain models. It seems that  CBD may 
interact with S296 segment in one of the transmembrane domains of α3 glycine 
receptors, the same segment was previously described as a site for THC 
analgesic effects (Xiong et al., 2011; Xiong et al., 2012). Our results show that 
intrathecal injection of strychnine, a competitive antagonist at glycine receptors, 
did not alter its anti-allodynic over mechanical allodynia in STZ-diabetic rats. 
Furthermore, the treatment with glycine receptors blocker itself did not alter the 
mechanical sensitivity in diabetic animals. Curiously, the spinal content of glycine 
has already been reported to be reduced in STZ-induced diabetic animals. In the 
same way, it has been observed a significantly reduced frequency of miniature 
post-synaptic inhibitory currents mediated by glycine in neurons of the dorsal 
horn of diabetic rats (Chiu et al., 2016). Taken together, these results show that 
diabetic state may impair the glycinergic inhibitory control in the spinal cord and 
this may account for an absence of glycine receptors involvement in the effect of 
CBD on diabetic neuropathic pain.  
 Previous studies have been determined the important role of 5-HT1A 




impairment  of CBD (see Campos et al., 2016 for review). It has been reported 
from in vitro studies that CBD may exert agonistic effect on 5-HT1A receptors and 
inhibitory effect on serotonin reuptake which result in facilitatory effect of 
serotoninergic transmission (Russo et al., 2005; Campos et al., 2013). In a 
animal model of neuropathic pain induced by paclitaxel, it was also observed that 
the neuroprotective effect of CBD is putatively mediated through 5-HT1A receptor 
activation (Ward et al., 2014). In the present study, we firstly tested a non-
selective 5-HT receptor antagonist, methysergide maleate (MTS) over the 
antinociceptive effect of CBD. Surprisingly, the pre-treatment with MTS did not 
block the anti-allodynic effect of CBD in diabetic animals. However, this effect 
was blocked after a more selective 5-HT1A receptor antagonist WAY100135 
treatment . These apparently contradictory data can be attributed to the MTS 
capacity of antagonize and also agonize some 5-HT1 receptor subtypes with 
lower affinity compared to 5-HT2 receptor, which were  attributed to its 
therapeutic effect in migraine (Silberstein, 1998; Dahlöf and Maassen Van Den 
Brink, 2012). Together, these results suggest a more prominent involvement of 5-
HT1A receptor in the anti-allodynic effect of CBD in diabetic neuropathic pain. 
According to previous studies, 5-HT1A receptors can be found in different regions 
of the rat nervous system, ranging from raphe nuclei and hippocampus to the 
dorsal horn of the spinal cord (Marlier et al., 1991; Lanfumey and Hamon, 2004). 
The 5-HT1A receptors are inhibitory G-protein coupled receptors, and at the 
supraspinal level may play a regulatory role in the control of 5-HT release to 
projection areas such as the spinal cord.  At the supraspinal level, 5-HT1A 
receptors are located pre-synaptically and exert autoreceptor function, whereas 
in the spinal cord these receptors are located postsynaptically and make part of 
the descending serotoninergic pathway. Exposure to agonists at supraespinal 
level leads to diminished inhibitory control of 5-HT release, enhancing signaling 
at postsynaptic receptors, which accounts for the antinociceptive effects of 5-
HT1A agonists (see Bardin, 2011 for review).  
In the next set of experiments, it was investigated the cumulative effect of 
CBD after repeated treatment. Interestingly, daily treatment with CBD (0.3 and 3 
mg·kg-1, i.p.) during 14 days (starting 14 days after STZ injection) induced a 
sustained attenuation of the mechanical allodynia in diabetic rats. The 




with CBD was not different from the normoglycemic group. This is the one of the 
major findings of the current study, considering that CBD has produced a 
reestablishment of mechanical threshold initially reduced by STZ injection. CBD-
induced analgesia seems to involve the pain modulatory descending pathways, 
considering that it was significantly diminished after spinal cord or dorsal lateral 
funiculus lesions (Lichtman and Martin, 1991; Seyrek et al., 2010). Supporting an 
involvement of the modulatory pain descending pathways in PDN, 
antidepressants that act inhibiting serotonin (5-HT) and norepinephrine reuptake 
are used as the first line for the treatment of this condition (Schreiber et al., 
2015). Thus, as it was observed in this study, an important role of serotonergic 
receptors in the acute antinociceptive effect of CBD, the next set of experiments 
aimed to quantify levels of 5-HT and its metabolite 5-HIAA in the spinal cord of 
sustained treated-diabetic animals with CBD. Our results point out a significant 
decrease of 5-HT levels in diabetic animals, which may be associated with the 
development of mechanical allodynia. Previous studies, however, have reported 
inconsistent results in regards to the levels of 5-HT in the nervous system of 
STZ-induced diabetic rats (Sandrini et al., 1997; Shimazoe et al., 2000). For 
instance, Morgado et al (2011) reported that STZ-induced diabetic rats 
developed mechanical hyperalgesia along with higher levels of 5-HT at spinal 
level evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay.  
Considering the CBD effect over the spinal cord content of 5-HT, we 
observed that only the animals treated with lower dose of CBD (0.3 mg·kg-1) had 
a significant increase of spinal cord levels of 5-HT, and consequently lower [5-
HIAA] / [5-HT] ratio, when compared to vehicle-treated diabetic rats. In fact, 
cannabinoids have shown to produce an increase in the level of 5-HT in the 
nervous system of rats (Avraham et al., 2011). THC, for example, has shown to 
induce an increase in 5-HT level after systemic and intracerebral injection 
(Holtzman et al., 1969; Egashira et al., 2002). This finding has been somewhat 
surprising since repeated treatment with the CBD at both doses of 0.3 or 3 
mg·kg-1 significantly induced a sustained antiallodynic effect. Therefore, it is 
possible to infer that the antinociceptive effect of CBD does not seem to be totally 
dependent upon the restoration of 5-HT spinal levels, but somehow involves the 
activation of 5-HT1A receptors. About the spinal cord levels of 5-HIAA, no 




control diabetic animals. However, diabetic rats treated with the highest dose of 
CBD (3 mg·kg-1) exhibited a significant increase of this 5-HT metabolite, 
suggesting an increase of 5-HT metabolism, a hypothesis that was corroborated 
by the pronounced increase of [5-HIAA] / [5-HT] ratio in this experimental group. 
This fact may explain why no significant increase of this monoamine was 
detected in samples of spinal cord from this experimental group. The 
mechanisms involved in the antinociceptive effect of the higher dose of CBD (3 
mg·kg-1) remain unknown. However, the diversity of molecular targets activated 
by this phytocannabinoid and the possibility of neuroadaptive changes after the 
persistent treatment, lead us to believe that in some way the mechanisms 
involved in the analgesia associated with this treatment may differ in relation to 
the doses considered. 
In summary, our results have demonstrated for the first time that CBD 
exerts both acute and sustained anti-allodynic effect in a model of diabetes-
induced neuropathic pain in rats. Furthermore, the acute effect of CBD in diabetic 
neuropathic pain was devoid of locomotor impairment, and it does not seem to be 
related to a direct action on cannabinoid or glycine receptors. In contrast, the 
results of this study specifically demonstrate that 5-HT1A receptors are potentially 
involved in the effect of CBD. Moreover, diabetic animals showed a decrease in 
spinal cord 5-HT levels, which was significantly reestablished by CBD. Taken 
together, our data support the indication of CBD as an alternative for attenuation 
of diabetes-induced neuropathic pain, potentially through activation of the 
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Figure 1. Effect of acute treatment with CBD (0.1, 0.3 or 3 mg·kg-1) on the 
mechanical allodynia (panel A) and on the locomotor activity (panel B) in STZ-
induced diabetic animals. The data represent mean plus SEM, n = 7-9 per group. 
# indicates p<0.05 when compared to the normoglycemic group treated with 
vehicle (VEH+VEH). * indicates p<0.05 when compared to the diabetic group 
treated with VEH (STZ+VEH). Two-way ANOVA with repeated measures 
followed by Bonferroni post hoc test (panel A). One-way ANOVA followed by 
Bonferroni post hoc test (panel B). 
 
Figure 2. Effect of the pre treatment with CB1 or CB2 receptor antagonists 
(AM251 or AM630; panels A and B, respectively; both at a dose of 1 mg·kg-1, i.p.) 
on CBD (3 mg·kg-1, i.p) anti-allodynic effect in diabetic animals (STZ). The data 
represent mean plus SEM, n = 5-10 per group. # indicates p<0.05 when 
compared to the normoglycemic group treated with vehicle (VEH+VEH+VEH). * 
indicates p<0.05 when compared to the diabetic group treated with VEH 
(STZ+VEH+VEH). Two-way ANOVA with repeated measures followed by 
Bonferroni post hoc test. 
 
Figure 3.  Effect of the pre treatment with a competitive antagonist at glycine 
receptors, strychnine (STRYCH, 10 μg·20 μL-1, i.t.) on CBD (3 mg·kg-1, i.p.) anti-
allodynic effect in diabetic animals (STZ). The data represent mean plus SEM, n 
= 7-10 per group. # indicates p<0.05 when compared to normoglycemic group 
treated with vehicle (VEH+VEH+VEH). * indicates p<0.05 when compared to the 
diabetic group treated with VEH (STZ+VEH+VEH). Two-way ANOVA with 
repeated measures followed by Bonferroni post hoc test. 
 
Figure 4.  Effect of the pre treatment with (A)non-selective (methysergide; MTS, 
30 μg·20 μL-1, i.t.) or (B) specific 5-HT1A (WAY 100135; WAY, 3 μg·20 μL-1, i.t.) 
serotonin receptor antagonists on CBD (3 mg·kg-1, i.p) anti-allodynic effect in 
diabetic animals (STZ). The data represent mean plus SEM, n = 6-10 per group. 
# indicates p<0.05 when compared to the normoglycemic group treated with 




group treated with VEH (STZ+VEH+VEH). Two-way ANOVA with repeated 
measures followed by Bonferroni post hoc test. 
 
Figure 5. Effect of repeated CBD treatment (0.1, 0.3 or 3 mg·kg-1; during 14 
days) on the mechanical allodynia (A) and on the spinal levels of 5-HT (B)or its 
metabolite 5-HIAA (C). The 5-HT turnover, calculated by the ratio of [5-HIAA]/[5-
HT] is shown in the panel D. The data represent mean plus SEM, n = 6-11 per 
group. # indicates p<0.05 when compared to the normoglycemic control group 
treated with vehicle (VEH+VEH). * indicates p<0.05 when compared to the 
diabetic group treated with VEH (STZ+VEH). Two-way ANOVA with repeated 
measures followed by Bonferroni post hoc test (panel A). One-way ANOVA 
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